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Аннотация.
Растущий интерес к растительным белкам как к экологичной и эффективной альтернативе животным белкам обусловил 
появление новых продуктов на рынке, в т. ч. изолята белка конопли. Ключевым этапом в технологии получения белковых 
препаратов из растительного сырья является щелочная экстракция (pH 6,0–12,0) с последующим изоэлектрическим осаж-
дением. Цель исследования – изучить влияние параметров экстракции и изоэлектрического осаждения (с расчетом теорети-
ческой и экспериментальной изоэлектрической точки) на выход белка из гидролизованного жмыха конопли и определить 
условия максимизации.
Объект исследования – жмых конопли сорта Вера. Для оптимизации параметров экстракции (pH, температура, продолжи-
тельность) был использован трехфакторный план Бокса-Бенкена (15 экспериментальных точек). 
Установлено, что добавление хлорида натрия снижает эффективность экстракции на 6,8–13,5 % по сравнению с щелочным 
методом. Оптимальная чистота белка (92,6–93,1 %) достигается при изоэлектрическом осаждении в диапазоне pH 4,4–4,6, что 
не соответствует теоретической изоэлектрической точке (6,95–7,22). Анализ белкового профиля выделенной фракции выявил 
преобладание эдестина (~ 38 кДа) и альбумина (~ 21 кДа). Полученный изолят белка конопли содержит от 89,53 до 92,28 % 
белка (по методу Барнштейна и Кьельдаля соответственно), что свидетельствует о высоком качестве продукта. Регрессионная 
модель адекватно описывает технологический процесс (R2 = 0,983) с оптимальными условиями экстракции – pH 11,2,  
температура 52 °C и длительность 3 ч. 
Использование щелочного экстрагирования с последующим осаждением белка в его изоэлектрической точке позволяет эффек-
тивно выделять белок с выходом до 80 % относительно его количества в сырье, содержащем 34,32 ± 3,43 % сырого протеина.

Ключевые слова. Промышленная конопля, экстракция белка, изоэлектрическая точка, изолят белка, оптимизация, матема-
тическая модель, степень экстракции, профиль белка конопли, биоинформатика
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Alkaline Extraction and Isoelectric Precipitation

Denis I. Aleksanochkin1,* , Ivan A. Fomenko1 , Ilya A. Detinkin1,  
Irina M. Chernukha1,2 , Natalia G. Mashentseva1

1 Russian Biotechnological University (ROSBIOTECH) , Moscow, Russia
2 V. M. Gorbatov Federal Research Center for Food Systems of RAS , Moscow, Russia

Abstract.
Plant proteins and their products, e.g., hemp protein isolate, offer a sustainable and effective alternative to animal proteins. Protein 
preparations are obtained from plant materials by alkaline extraction (pH 6.0–12.0) followed by isoelectric precipitation. This 
article describes the effect of extraction and isoelectric precipitation parameters on protein yield from hydrolyzed hemp cake. 
Calculating the theoretical and experimental isoelectric point made it possible to improve the procedure and increase the yield.
The study featured hemp cake of the Vera variety. A three-factor Box–Behnken design (15 experimental points) optimized 
the extraction parameters of pH, temperature, and time. 
The resulting regression model adequately described the process (R2 = 0.983) with the optimal extraction conditions as pH 11.2; 
52°C; 3 h. Sodium chloride reduced extraction efficiency by 6.8–13.5% compared to the alkaline method. The optimal protein  
purity (92.6–93.1%) was achieved with isoelectric precipitation in the pH range of 4.4–4.6, which did not correspond to the mod- 
eled isoelectric point (6.95–7.22). The protein profile analysis of the isolated fraction demonstrated the predominance of edestin  
(~ 38 kDa) and albumin (~ 21 kDa). The resulting hemp protein isolate contained 89.53 to 92.28% protein, according to the Barnstein 
and Kjeldahl methods, respectively, which indicated a high-quality product. 
The use of alkaline extraction followed by protein precipitation in isoelectric point provided efficient protein isolation with a yield 
reaching 80% relative to its content in the raw material, containing 34.32 ± 3.43% crude protein.

Keywords. Industrial hemp, protein extraction, isoelectric point, protein isolate, optimization, mathematical model, extraction 
degree, hemp protein profile, bioinformatics
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Введение
В последнее время внимание к растительным бел-

ковым ингредиентам и обогащенным ими продуктам 
питания заметно возросло вследствие усиления тренда 
на здоровый образ жизни и распространения вегета- 
рианства [1]. Ожидается, что новые виды растительных 
белков, получаемые из доступного сырья (например 
семян) или из побочных продуктов пищевых про-
изводств и вторичных сырьевых ресурсов (жмыхов 
и шротов масличных культур), станут альтернативой 
белкам животного происхождения. Это связано с более 
высокой эффективностью их производства, меньшим 
воздействием на окружающую среду, а также способ-
ностью соответствовать диетическим и культурным 
предпочтениям потребителей [2, 3].

Промышленная конопля – богатый источник микро-  
и макроэлементов. В составе нативного семени содер-
жится 30 % белка, удаление матрикса позволяет повы-
сить этот показатель [4, 5]. В настоящее время на рынке 
представлен широкий ассортимент продукции из коно-
пляных семян: цельные и очищенные семена, масло, 
жмых и шрот (побочные продукты маслоэкстракцион- 
ного производства, получаемые прессованием и экс-
тракцией соответственно), а также различные белковые 
препараты [6]. В связи с этим существует значитель-
ный потенциал использования продуктов из конопли 
в различных отраслях пищевой индустрии, поэтому 
разработка конопляных продуктов с прогнозируемым 
составом и желаемыми технологическими свойствами 
является актуальной [7].
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Изолят белка конопли представляет собой пер-
спективный продукт, позволяющий в большой мере 
удовлетворить потребности современного потреби- 
теля [8]. Аминокислотный состав белка, согласно опу-
бликованным данным, соответствует рекомендациям 
ФАО/ВОЗ [9]. На сегодняшний день активно ведутся 
исследования по изучению и улучшению функцио-
нально-технологических и антиоксидантных свойств 
этого продукта [10, 11]. Тем не менее, многие вопросы 
остаются недостаточно изученными, что подчерки- 
вает актуальность исследований по получению и изу-
чению белковых продуктов из конопли. На рисунке 1  
представлена типовая схема получения изолята белка 
из растительного сырья.

Щелочная экстракция белка выступает самым  
распространенным методом выделения белковой 
фракции из нативной структуры растительного мат- 
рикса. Для большинства растительных субстратов  
этот процесс проводится в широком диапазоне pH  
от 6,0 до 12,0 с последующим изоэлектрическим  
осаждением при pH 4,5–5,5. Именно при высоких зна- 
чениях pH наблюдается максимальная экстракция  
белковых веществ [12]. pH является ключевым фак-
тором, влияющим на эффективность экстракции бел-
ков из конопли. В кислой среде (pH от 2,0 до 7,0) 
выход экстрагируемых белков остается низким, что 
в основном обусловлено растворением альбуминов. 
Интенсивное извлечение глобулинов начинается 
при pH 8,0 и возрастает с повышением щелочности 
среды. Максимальный выход белка достигается при 
сильнощелочных условиях (pH > 9,0) при отсутствии 
добавления солей, что обосновывает выбор данного 

диапазона pH для дальнейшей оптимизации щелоч- 
ной экстракции [13, 14]. Среди недостатков щелочной 
экстракции выделяют образование D-форм амино- 
кислот и реакцию Майяра, приводящую к потемне- 
нию продукта. В то же время кислотная экстракция 
обеспечивает щадящее воздействие на аминокислот-
ный состав и формирование белкового изолята с более 
светлой окраской [15]. Следующий этап в технологии 
получения изолята растительного белка – изоэлек- 
трическое осаждение. В ходе этого процесса белок 
теряет свой заряд и выпадает в осадок [16].

Значение изоэлектрической точки (ИЭТ) раститель- 
ных белков варьируется в диапазоне от 1,99 до 13,96,  
что охватывает почти весь спектр pH. Преобладают 
белки с низкой (смещенной в кислую область) ИЭТ, 
тогда как белки с высокой (смещенной в щелочную 
область) ИЭТ встречаются реже, а количество белков 
с ИЭТ, близкой к нейтральной, крайне мало [17]. Белок 
конопли 11S (гомологичен белкам бобовых) имеет 
ИЭТ при pH 6,4, в то время как 7S-вицилиноподоб- 
ный белок характеризуется наименьшей раствори- 
мостью при pH 4,6 [18]. 

Эдестин и альбумин составляют 60–80 % и 20–30 % 
конопляного белка соответственно [19]. Конопляный 
глобулин состоит из 11S-эдестина и 7S-глобулина, 
при этом 11S-эдестин составляет 80 %, 7S-глобулин – 
5 % белка конопли [20]. Эдестин – сложный белко-
вый комплекс, представляющий собой гомогексамер 
с общей молекулярной массой около 300 кДа, анало-
гичный по структуре 11S-глобулину, характерному 
для бобовых культур. Он состоит из двух типов субъе-
диниц, соединенных дисульфидными связями: кислой 

Рисунок 1. Получение изолята растительного белка (ИЭТ – изоэлектрическая точка)

Figure 1. Plant protein isolate: production protocol (ИЭТ– isoelectric point)
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(~ 34 кДа) и щелочной, представленной фракциями 
с массой приблизительно 18 и 20 кДа. В составе дру-
гих белковых компонентов выделяется 7S-глобулин, 
который представлен полипептидом массой 48 кДа. 
Третья фракция глобулинов включает вицилинопо-
добный протеин – бета-конглицинин, доля которого 
составляет около 5 % от общего белкового состава. 
Водорастворимая фракция альбуминов в основном 
представлена 2S-альбумином с молекулярной массой 
около 10 кДа, а также низкомолекулярными белками, 
масса которых не превышает 35 кДа [21, 22].

Цель исследования – изучить влияние парамет- 
ров экстракции и изоэлектрического осаждения белка 
конопли (с расчетом теоретической и эксперимен- 
тальной ИЭТ) на выход белковой фракции из обез- 
жиренного гидролизованного жмыха и определить 
условия для его максимизации.

Объекты и методы исследования
Жмых конопли сорта Вера, выращенной в Пензен- 

ской области (Россия), был получен шнековым прес- 
сованием на малом предприятии по производству масла 
«ДобрыйЗнакъ.РФ» (Одинцово, Россия). Содержа- 
ние сырого протеина в конопляном жмыхе составило 
34,32 ± 3,43 %, сырого жира – 10,90 ± 1,10 %, сырой 
клетчатки – 31,85 ± 3,19 %. Измельчение жмыха коно- 
пли осуществляли до размера частиц не более 100 мкм, 
после чего проводили его обезжиривание с использо- 
ванием органического растворителя н-гексана при со- 
отношении сырья к растворителю 1:6, температуре 
40 °С, в течение 2 ч при перемешивании 200 мин–1. 
Затем смесь центрифугировали 15 мин при 4000 мин–1.  
Обезжиренный осадок сушили при температуре 50 °C  
в течение 1,5 ч. Содержание сырого протеина в обе-
зжиренном жмыхе составляло – 37,58 ± 3,76 %, сырого 
жира – 1,42 ± 0,15 %, сырой клетчатки – 38,55 ± 3,86 %. 
Далее жмых обрабатывали ферментным препаратом 
ЦеллоЛюкс A (Сиббиофарм, Россия) с дозировкой 2 % 
(2000 ед. ЦлС/г) и временем гидролиза 4 ч. Фермен- 
тативная обработка обеспечила степень гидролиза 
некрахмальных полисахаридов до 35 % и способство- 
вала увеличению содержания белка на 25 %. Полу- 
ченную суспензию использовали далее.

Для определения оптимальных параметров про- 
цесса экстракции был применен трехфакторный план 
Бокса-Бенкена, включающий 15 эксперименталь- 
ных точек, в сочетании с методологией поверхности 
отклика (RSM). В качестве независимых переменных 
выбраны pH (x1), температура (x2) и время экстрак- 
ции (x3) (табл. 1).

Полученные коэффициенты регрессии считались 
значимыми при p < 0,05. Для анализа эксперимен-
тальных данных использовали дисперсионный ана-
лиз ANOVA программного обеспечения Statistica 10  
(StatSoft Inc., США).

Степень экстракции белка конопли (DE), %, рассчи- 
тывали по формуле (1):
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100
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×
= ×
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2x     2
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                                                                                  (1)

где C – концентрация белка в экстракте, мг/мл; V –  
объем суспензии, мл; PC – содержание сырого про- 
теина в исследуемом образце, %; m – масса АСВ 
навески обезжиренного и гидролизованного жмыха  
конопли, мг. 

Определение концентрации белка в экстракте про-
водили с использованием метода Бредфорда согласно 
ОФС.1.2.3.0012.15 «Определение белка». Определе- 
ние сырого протеина выполняли по ГОСТ 13496.4-
2019. Оценка эффективности экстракции по соотно- 
шению растворимого белка к сырому протеину может 
иметь погрешность: метод Кьельдаля определяет общий  
азот (включая не только белки), тогда как метод Бред- 
форда чувствителен к рН, типу белка и калибровоч-
ному стандарту.

В качестве экстракции с NaCl использовали кон- 
центрации от 0 до 1 моль/л с шагом в 0,2 при оптималь-
ных параметрах экстракции, которые были получены 
с использованием математической модели.

Вычисление теоретической изоэлектрической точки 
осуществляли с использованием биоинформатичес- 
ких баз данных UniProt, PepDraw и протеинового каль-
кулятора Isoelectric Point Calculator 2.0 путем анализа 
суммарного заряда белка.

Экспериментальное осаждение белка в фугате 
выполняли после экстракции и центрифугировании 
образца при 4000 мин–1 в течение 15 мин. Осажде- 
ние проводили при pH от 2,0 до 6,0 с выдержкой 
10 мин при температуре 5 °C с использованием 10 % 
раствора HCl. Выход белка рассчитывали как отноше-
ние разницы между содержанием растворимого белка 
до и после осаждения к его количеству до осаждения 
с использованием метода Бредфорда. 

Белковый электрофорез в полиакриламидном геле 
проводили в камере для вертикального электрофореза 
Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, США). При при- 
готовлении гелей использовали реактивы и наборы  
G2003-50T (Servicebio, Китай). Окраску белка в гелях 
производили красителем Кумасси R-250. Для опреде- 

Таблица 1. Интервалы варьирования  
независимых факторов

Table 1. Variability intervals of independent factors

Независимые 
переменные

Обозначение Закодированное 
значение

–1 0 1
Натуральное 
значение

pH x1 10 11 12
Температура, °С x2 40 50 60
Время экстракции, ч x3 1 2 3
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ления молекулярной массы использовали стандарт  
смеси белков-маркеров 10–200 кДа – набор G2058-
250UL (Servicebio, Китай). Электрофорез проводили 
по методу Леммли, основанному на разделении белков 
по их молекулярной массе. 

Определение абсолютно сухого вещества осущес- 
твляли путем высушивания до постоянной массы 
по ГОСТ 31640-2012, сырой золы – по ГОСТ 32933-
2014, «истинного» белка – по ГОСТ Р 57221-2016  
(метод Барнштейна).

Результаты и их обсуждение
На функциональные свойства белка влияют методы 

и условия экстракции (значение pH, наличие или 
отсутствие моно- и поливалентных солей, ионная сила 
среды, используемой для экстракции белка, время 
и температура). Как правило, методы экстракции, 
включающие длительные и высокие температурные 
условия, приводят к образованию белковых изолятов  
с пониженными питательными свойствами. В щелоч- 
ной экстракционной среде может произойти ряд неже- 
лательных реакций, таких как рацемизация амино- 
кислот, образование лизиноаланина, снижение усво-
яемости и потеря незаменимых аминокислот [2, 23]. 
Таким образом, оптимизация физических парамет- 
ров экстракции является критически важным этапом 
для получения высококачественного изолята белка 
из конопли.

Для определения оптимальных параметров щелоч- 
ной экстракции белка с учетом температурных условий, 
значений pH и времени экстракции был построен 
трехфакторный план Бокса-Бенкина и применена мето- 
дология поверхности отклика. Результаты 15 экспе- 
риментов по экстракции представлены в таблице 2.

Полученная регрессионная модель характеризу- 
ется коэффициентом детерминации R2 = 0,983, что 

указывает на высокую степень корреляции между 
факторами и описывается следующим уравнением 
в кодированной форме (2): 
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где DE – степень экстракции белка, %; x1 – pH; x2 – 
температура, °С; x3 – время экстракции, ч. 

Для определения значимости построенной модели 
провели анализ ANOVA (табл. 3). 

Статистически значимое влияние на степень экс-
тракции белка (p < 0,05) оказывали линейные эффекты 
всех трех факторов (pH, температура, время), квадра-
тичные эффекты pH и температуры, а также их парное 
взаимодействие. Взаимодействие pH и температуры 
указывает на то, что их совместное изменение оказы- 
вает более выраженное влияние, чем сумма инди-
видуальных эффектов. Полученные данные позво-
ляют построить математическую модель процесса 
экстракции, которая может быть использована для про-
гнозирования выхода белка и выбора оптимальных усло- 
вий проведения процесса в лабораторных и промыш-
ленных масштабах.

На рисунке 2 представлены графики поверхности 
отклика, отражающие влияние двух независимых фак- 
торов на степень экстракции белка.

Поверхности отклика демонстрируют выражен-
ный характер зависимости выхода белка от факторов 
процесса. Наибольшее влияние оказывает взаимо-
действие pH и температуры с четким максимумом 
в области 11,0–11,5 и 50–55 °C, что соответствует 
форме графика. Влияние времени проявляется слабее 
с умеренным ростом экстракции до 2,5–3,0 ч. Выход 
за пределы указанного диапазона pH (выше 11,5) сопро-

Таблица 2. Результаты экспериментов по экстракции белка

Table 2. Protein extraction results

Эксперимент pH Температура, °C Время, ч Экспериментально полученное 
значение степени экстракции, %

Предсказанное моделью 
значение степени экстракции, %

1 10 40 2 36,64 39,34
2 10 50 1 42,73 42,82
3 10 50 3 45,75 44,83
4 10 60 2 45,52 42,55
5 11 60 3 53,71 54,27
6 11 50 2 55,45 55,45
7 11 50 2 55,78 55,45
8 11 50 2 55,11 55,45
9 11 40 1 49,43 47,95
10 11 40 3 51,27 51,06
11 11 60 1 50,02 51,16
12 12 60 2 47,57 49,07
13 12 50 1 49,07 49,33
14 12 50 3 53,21 52,45
15 12 40 2 46,87 45,86
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Таблица 3. Анализ ANOVA для квадратичной модели экстракции белка из жмыха конопли

Table 3. Quadratic model of protein extraction from hemp cake (ANOVA)

Параметры Сумма квадратов Ступень свободы Среднеквадратичная 
ошибка F-значение p-значение

x1 85,02 1 85,02 63,40 < 0,05
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x2 20,61 1 20,61 15,37 < 0,05
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55,65 1 55,65 41,49 < 0,05

x3 19,41 1 19,41 14,47 < 0,05

100

100

C VDE PC m

×
= ×

×
 

 
2 2 2

1 2 3 1 2 1 3 2 3 1 2 31084,23 174,95 6,26 2,64 0,21 0,34 0,05 7,36 0,04 0,46DE x x x x x x x x x x x x= − + + − − + + − − −  
 

2
1x     2

2x     2
3x  

 
 
 

0,77 1 0,77 0,58 0,48

x1x2 17,68 1 17,68 13,19 < 0,05
x1x3 0,46 1 0,46 0,34 0,59
x2x3 0,86 1 0,86 0,64 0,46
Ошибка 177,79 5 35,56 – –
Общая SS 860,23 14 – – –
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Рисунок 2. Влияние независимых переменных на степень экстракции белка из конопляного жмыха:  
a – pH и температура; b – температура и время; c – pH и время

Figure 2. Effect of independent variables on protein extraction from hemp cake: a – pH and temperature; b – temperature and time;  
and c – pH and time 
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вождается снижением степени экстракции, что может 
быть связано с денатурацией белков или образова- 
нием нерастворимых комплексов. Для температуры 
также установлен порог выше 55 °C, превышение 
которого ведет к ухудшению экстракции вследствие 
термической денатурации белка.

Для рационализации параметров экстракции исполь- 
зовали функцию желательности. За полностью жела-
тельный отклик (значение функции 1) была принята сте- 
пень экстракции 100 %, за полностью неприемлемое 
значение отклика (значение функции 0) – 0 % (рис. 3). 

Результаты моделирования показали, что оптималь-
ные условия экстракции для достижения максималь- 
ного выхода белка соответствуют pH 11,2, темпера-
туре 52 °C и времени экстракции 3 ч. Использование 
функции желательности позволило определить точку, 
в которой достигается оптимальный баланс между 
всеми факторами. При данных параметрах предска-
занная степень экстракции белка составила 57,1 %, что 
было подтверждено экспериментально: в оптимальных 
условиях достигнута степень экстракции 61,4 %. Таким 
образом, полученное значение (61,4 %) превышает 
пороговый уровень 55 %.

Для повышения выхода белка использовали экс- 
тракцию с хлоридом натрия (NaCl). Этот подход осно- 
ван на способности солей изменять ионную силу  
среды, что способствует дезагрегации белковых струк- 

тур и их последующему растворению за счет ослаб- 
ления гидрофобных взаимодействий и электростати- 
ческих связей между белками и матрицей субстрата 
(жмыха конопли) [24]. Комбинация различных концен-
траций соли и pH используется для селективного рас- 
творения или осаждения фракций глобулинов и вици-
лина при фракционировании белка [1, 25]. На рисунке 4  
представлен график влияния концентрации хлорида 
натрия (0,2–1,0 моль/л) на степень экстракции белка 
в оптимальных условиях, рассчитанных с использо-
ванием математической модели.

По результатам экстракции с применением хлорида 
натрия установлено, что добавление соли не способ- 
ствует высокой эффективности извлечения белка 
по сравнению с контрольным образцом (61,4 %), где 
использовалась стандартная щелочная экстракция 
(pH 11,2, время 3 ч, температура 52 °С). При исполь-
зовании 0,2 моль/л раствора хлорида натрия степень 
экстракции снижается на 13,5 %. Однако с повыше-
нием концентрации соли наблюдается рост степени 
экстракции. Это можно объяснить эффектом засоления: 
ионные соединения в определенном диапазоне ионной 
силы ослабляют электростатические взаимодействия 
между молекулами белка и способствуют его лучшей 
гидратации, что в итоге приводит к увеличению раство-
римости белка [13]. Полученные данные согласуются 
с результатами работы E. Cabral et al., в которой степень 

Рисунок 3. Профили предсказанных значений и функции желательности

Figure 3. Modeled values and desirability functions
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экстракции после обработки щелочью без внесения 
хлорида натрия составляла 60–78 %, при внесении 
соли 20–48 % [25].

Далее определяли теоретическую изоэлектрическую 
точку (ИЭТ) растительного белка конопли с исполь-
зованием биоинформационных баз данных UniProt 
и PepDraw. Результаты по теоретическому изоэлектри-
ческому осаждению белка представлены в таблице 4. 

Теоретическая ИЭТ белка эдестина составляет 
от 7,19 до 7,68. В базе данных UniProt для 2S-альбумина 
и 7S-вицилиноподобного белка было идентифициро- 
вано только по одному гену, что позволило определить 
их ИЭТ как 5,11 и 6,97 соответственно. Суммарная 
ИЭТ белкового комплекса конопли, рассчитанная 
с учетом относительного содержания его компонентов 
(по данным научной литературы: эдестин – 75 %; 
альбумин – 20 %; 7S-вицилиноподобный белок – 5 %), 
составила 6,95. Также выполнен расчет теоретической 
ИЭТ с использованием биоинформационного каль- 
кулятора Isoelectric Point Calculator 2.0 (рис. 5) [27].  
В качестве объекта использовали аминокислотные 

последовательности в формате FASTA для 100 бел- 
ков конопли (отсортированных по номерам в базе 
данных UniProt). 

Предсказание ИЭТ осуществляли на основе уравне-
ния Гендерсона-Хассельбаха для оценки суммарного 
заряда белка при различных значениях pH с дополни-
тельным применением алгоритмов машинного обучения 
для повышения точности прогноза [28]. Рисунок 5  
визуализирует расположение белков конопли в их ИЭТ 
(в основном от 4,20 до 10,54). На основе анализа пред- 
сказанных значений изоэлектрического осаждения 
для белков конопли было рассчитано среднее арифме- 
тическое значение (исходя из всех значений ИЭТ в про-
грамме IPC 2.0), составившее pH 7,22. По данным 
литературы, теоретические ИЭТ белков конопли были 
в диапазоне от слабокислых значений 5,07 до умеренно 
основных 9,61. При этом более 78 % белков обладали 
щелочной природой, т. е. их ИЭТ превышала pH 7 [29].

Далее экспериментально определяли ИЭТ белка 
конопли после щелочной экстракции с оптимальными 
параметрами экстракции белка (рис. 6).

Таблица 4. Теоретическая изоэлектрическая точка белка конопли

Table 4. Modeled isoelectric point of hemp protein

Белок Ген Номер белка  
в UniProt

ИЭТ белка  
в PepDraw

Среднее значение 
ИЭТ PepDraw

Эдестин CsEde1D A0A090CXP5 7,19 7,44
CsEde2A A0A090CXP9 7,68
CsEde1B A0A090CXP7 7,17
CsEde2B A0A090DLI7 7,71
CsEde2C A0A090CXP8 7,68
CsEde1A A0A090DLH8 7,19

2S-альбумин Cs2S1 A0A219D1L6 5,11 5,11
7S-вицилиноподобный белок Cs7S A0A219D1T7 6,97 6,97
Среднее значение ИЭТ для белка конопли 7,09
Теоретическая ИЭТ PepDraw = (7,44 × 75 % + 5,11 × 20 % + 6,97 × 5 %) = 6,95

Примечание: ИЭТ – изоэлектрическая точка.
Note: ИЭТ – isoelectric point.

Рисунок 4. Степень экстракции белка с использованием NaCl

Figure 4. Protein extraction with NaCl
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По результатам экспериментального изоэлектри- 
ческого осаждения выявлено, что рациональные пара- 
метры лежат в диапазоне pH от 4,4 до 4,6, где чистота 
белка составляет 93,1–92,6 %. ИЭТ белка конопли 
совпадает с исследованиями зарубежных авторов 
A. Banskota et al. [8] и S. El-Sohaimy et al. [12], в кото- 
рых pH составлял 4,5–4,6. Однако ИЭТ, определен-
ная экспериментально, отличается от теоретической  
(pH 6,95–7,22), т. к. биоинформатические модели, 
основанные на аминокислотной последовательности,  
не учитывают влияние трехмерной структуры, пост- 
трансляционных модификаций, локальных электроста-
тических взаимодействий и склонности к агрегации – 
факторов, которые в реальных условиях существенно 
изменяют группы белков. Для эдестина расчетные 
значения ИЭТ значительно выше экспериментальных, 
что нельзя сказать об альбумине, где значения более 
приближены к экспериментальным. Таким образом, 
экспериментальная ИЭТ отражает истинное поведе-

ние белка в среде, тогда как теоретическая величина 
представляет собой упрощенную модель [27, 30].

После определения оптимальных параметров экс-
тракции был проведен электрофорез белковых экс-
трактов, полученных при обработке 0,4–1,0 M NaCl 
и при щелочной экстракции в диапазоне pH 9,0–12,0. 
Результаты электрофореза представлены на рисунке 7.

По данным электрофореза при использовании экс-
тракции с хлоридом натрия обнаружены полосы (1) 
с молекулярной массой ~ 12 кДа, соответствующие 
7 полипептидам в диапазоне 6–35 кДа [31]. Выявлена 
также полоса (2) с массой ~ 21 кДа, характерная для аль-
бумина. Полоса (3) с молекулярной массой ~ 38 кДа 
соответствует мономеру эдестина [31, 32]. Кроме того, 
присутствуют полосы (4) в области 60–70 кДа, выяв-
ленные при солевой и щелочной экстракции.

Далее проводили сушку изолята белка при значе- 
ниях pH экстракции 8–12 в лиофильной сушильной 
установке BK-FD10S (Biobase, Китай). Визуализация 

Рисунок 6. Определение изоэлектрической точки белка конопли

Figure 6. Isoelectric point of hemp protein
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Рисунок 5. Теоретическая изоэлектрическая точка белка конопли

Figure 5. Modeled isoelectric point of hemp protein
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белковых изолятов, полученных при экстракции с раз-
личными значениями pH, представлена на рисунке 8. 

При высоких значениях pH наблюдается повышен-
ная растворимость и стабильность белковых фракций, 
что облегчает экстракцию. Цвет изолята при экстракции 
становится темнее (с белого до коричневого), однако  
при pH выше 10 эти изменения визуально незначи- 
тельны. Сочетание щелочного экстрагирования и после-
дующего осаждения в области ИЭТ позволяет оптими-
зировать процесс выделения белка конопли с высоким 
выходом. В таблице 5 представлен биохимический 
состав изолята белка конопли, полученный при опти-
мальных условиях процесса экстракции и осаждения.

По результатам оптимальной экстракции и изоэлек-
трического осаждения был получен продукт с содержа-
нием сырого протеина на уровне 92,3 % и «истинного» 
белка 89,5 %. Данные указывают на высокую эффек-
тивность процессов высвобождения белка из жмыха 
конопли и их соответствие ГОСТ Р 72353-2025. Пред- 
ложенный способ позволяет получить изолят белка 
конопли с выходом до 80 % относительно содержания 
белка в исходном сырье.

В дальнейших экспериментах будут определены 
аминокислотный состав и антиоксидантный потен- 
циал изолята белка, а также выявлены функционально- 
технологические свойства продукта. 

Рисунок 7. Электрофорез экстракта белка из жмыха конопли: St – стандартные маркеры G2058-250UL 

Figure 7. Electrophoresis of protein extract from hemp cake: St – standard markers G2058-250UL
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Рисунок 8. Изолят белка конопли после экстракции в диапазоне pH 8–12

Figure 8. Hemp protein isolate after extraction at pH 8–12
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Таблица 5. Биохимический состав готового продукта

Table 5. Biochemical composition of the finished product

Абсолютно  
сухое вещество, %

Содержание   
сырого протеина, %

Содержание  
«истинного» белка, %

Содержание  
сырой золы, %

96,68 ± 4,83 92,28 ± 4,67 89,53 ± 4,48 4,27 ± 0,21



257

Алексаночкин Д. И. [и др.] Техника и технология пищевых производств. 2026. Т. 56. № 2. С. 247–259

Выводы
В результате проведенного исследования с исполь-

зованием математического моделирования на основе 
плана Бокса-Бенкена и методологии поверхности от- 
клика были определены оптимальные параметры щелоч- 
ной экстракции белка, обеспечивающие максималь-
ную степень извлечения (57,1 % – предсказанные 
моделью и 61,4 % – полученные экспериментально). 
Оптимальными условиями являются pH 11,2, темпе-
ратура 52 °C и продолжительность экстракции 3 ч. 
Высокий коэффициент детерминации (R2 = 0,983) 
свидетельствует об адекватности регрессионной модели 
и указывает на ее высокую точность и надежность. 
Дисперсионный анализ ANOVA подтверждает, что 
использование хлорида натрия в качестве экстрагента 
является менее эффективным и приводит к снижению 
степени экстракции белка на 6,8–13,5 % по сравнению 
со щелочной экстракцией.

Экспериментально оптимальные условия изоэлек- 
трического осаждения белка конопли находятся в диа-
пазоне pH 4,4–4,6, где достигается чистота белка 92,6–
93,1 %. Суммарная теоретическая изоэлектрическая 
точка (ИЭТ) белка конопли составила 6,95–7,22, однако 
она не совпадает с экспериментальными данными, 
что может быть обусловлено влиянием посттрансля-
ционных модификаций белков и электростатических 
взаимодействий. Для эдестина расчетные значения 
ИЭТ существенно превышают экспериментально полу-
ченные, в то время как у альбумина теоретические 
и экспериментальные ИЭТ частично согласуются. 
Это свидетельствует о том, что экспериментальная 
ИЭТ более точно отражает реальное поведение белка 
в среде, тогда как теоретическое значение представ-
ляет собой упрощенную модель, не учитывающую все 
физико-химические процессы.

Таким образом, установленные оптимальные пара-
метры экстракции и изоэлектрического осаждения 
позволяют эффективно извлекать белок из жмыха 
конопли с высоким выходом, что делает их перспектив-
ными для разработки технологий получения белкового 
изолята. Содержание сырого протеина в конечном 
продукте составило 92,3 %, «истинного» белка – 89,5 %.
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