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Актуальность. Меланины – группа пигментов со сложной кристаллической структурой и большой молекулярной массой, имеющие широкое 
применение в современном медицинском, парфюмерном, пищевом, полимерном производстве. Обладают выраженным противовирусным, 
антибактериальным, антигрибковым, противолучевым действием и антиоксидантной активностью. Различают меланины животного 
(меланины), микробного (микомеланины) и растительного (фитомеланины) происхождения. В настоящий момент актуальным является 
поиск новых источников растительных меланинов и простых методов их определения, позволяющих в дальнейшем выявлять образцы 
с повышенным содержанием этих веществ для различного использования. Важным значением меланина, накапливающегося в плодовой 
оболочке семянок подсолнечника, является его роль в обеспечении устойчивости этой культуры к подсолнечной огнёвке (Homoeosoma 
nebulella Hb.). Задача исследования – разработка метода определения меланинов и демонстрация его возможностей на примере коллекции 
подсолнечника ВИР. Материалы и методы. В работе представлен модифицированный метод определения алломеланинов (фитомеланинов) 
в лузге и семенах подсолнечника из коллекции ВИР: отработаны оптимальные режимы экстракции, фильтрования, осаждения и промывания 
алломеланинов от примесей. Результаты. Содержание алломеланинов в лузге подсолнечника в среднем составило 5,7%, при этом 
минимальное количество – 1,5%, максимальное – 8,7%. Доля этих пигментов в исследуемых семенах подсолнечника находилась в диапазоне 
0,4%-2,7% при среднем значении 1,7%. Выделены образцы с повышенным содержанием пигментов в лузге: к-2776, к-3511, к-3892, к-3901, 
к-641884 и с пониженным – к-3568, к-3647, к-3649, к-3760, к-3762. Между содержанием алломеланинов в лузге и в семенах обнаружена 
высокая положительная корреляция (r=0,83). Заключение. Разработан простой метод выделения алломеланинов, который дает хорошо 
воспроизводимые результаты и может быть использован для скрининга коллекции генетических ресурсов растений, направленного на 
выявление образцов, характеризующихся высоким содержанием меланина. Метод позволяет выявлять наиболее перспективные образцы для 
селекции по признаку устойчивости к повреждающему действию гусениц подсолнечной огневки.
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Background. Melanins are a group of pigments with a complex crystalline structure and high molecular weight, which are widely used in modern 
medical, perfume, food, and polymer production. They have pronounced antiviral, antibacterial, antifungal, antiradiation effects, and antioxidant 
activity. Melanins of animal (melanin), microbial (mycomelanin), and plant (phytomelanin) origin are distinguished. At present, the search for new 
sources of plant melanins and simple methods for their determination is relevant, allowing for the further identification of accessions with a higher 
content of these substances for various uses. An important role of melanin, which accumulates in the sunflower seed coat, is its role in ensuring the 
resistance of this crop to the sunflower moth (Homoeosoma nebulella Hb.). The present study was aimed at developing a method and demonstrating 
its capabilities using accessions from the VIR sunflower collection. Materials and methods. The paper presents a modified method for determining 
allomelanins (phytomelanins) in husk and seed of sunflower accessions from the VIR collection. Optimal modes of allomelanin extraction, filtration, 
precipitation and washing from impurities have been developed. Results. The allomelanin content in sunflower husk averaged 5.7% with a minimum 
of 1.5% and a maximum of 8.7%. The fraction of pigment in the studied sunflower seeds ranged from 0.4% to 2.7% and averaged 1.7%. The accessions 
with a higher pigment content in husk are k-2776, k-3511, k-3892, k-3901, and k-641884, and those with a lower pigment content are k-3568, k-3647, 
k-3649, k-3760, and k-3762. A high positive correlation was found between the allomelanin content in husk and seed (r=0.83). Conclusion. A simple 
method for isolating allomelanins has been developed. It yields highly reproducible results and can be used to screen a collection of plant genetic 
resources to identify accessions with high melanin content. This method allows the identification of the most promising accessions which can be 
involved in breeding for resistance to the damaging effects of sunflower moth caterpillars.
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Введение

Меланины (от греческого melanos – черный) – высоко-
молекулярные пигменты от темно-коричневого до черно-
го цвета – широко распространены среди живых организ-
мов и различаются как вещества животного (меланины), 
микробного (микомеланины) и растительного (фитомела-
нины) происхождения (Liakh et al., 2007).

Желто-коричневые разновидности пигментов живот-
ных обычно называют феомеланинами, а черные извест-
ны под названием эумеланины. Имеющие некоторое 
сходство с ними безазотистые черные пигменты растений 
часто называют алломеланинами. Они обусловливают 
цвет семян, зерновок, кожицы фруктов и овощей, защи-
щают растение от негативного действия ультрафиолета, 
придают им механическую прочность (Rogers, Kreitner, 
1983; Duran, Retamal, 1989; Baraboi, 2001; Prutenskaia et al., 
2016).

Полимерная фактура меланина и его структурная фор-
мула окончательно не установлены, хотя эксперименталь-
ные исследования по изучению природы меланина прово-
дятся с 60-х годов 20 века (Solano, 2014; Vorontsova et al., 
2016). Известно, что синтезируются меланины из феноль-
ных предшественников, которые окисляются под дей-
ствием полифенолоксидазы в хинон, который, в свою 
очередь, полимеризуется в меланины. Также предше-
ственниками темноокрашенных веществ могут быть 
такие фенолсодержащие соединения, как тирозин и хло-
рогеновая кислота (Gerdemann et al., 2002).

Все меланиновые пигменты являются длинноцепочеч-
ными полимерами со сложной кристаллической струк-
турой и большой молекулярной массой, проявляющими 
высокую биологическую активность (Liakh et al., 2007). 
Хорошо известно ингибирующее действие меланинов 
на процесс перекисного окисления липидов, вызванное 
различными прооксидантами. Также выявлена проти-
вовирусная, антибактериальная, антигрибковая, антиок-
сидантная активность меланинов и их способность ней-
трализовать токсическое действие металлов (Hill, 1992; 
Alekseeva et al., 2001; Gashnikova et al., 2014; Chu et al., 
2016). В реализации противолучевого действия меланина 
важную роль, вероятно, играет его выраженная антиокси-
дантная активность, связанная со структурными особен-
ностями (Novikov et al., 2001).

Меланины могут быть использованы в качестве пище-
вого красителя. Сырьем для его изготовления чаще все-
го становится лузга гречихи (Alekseeva et al., 2008; 
Shkolnikova, Kadritskaya, 2020). Рассмотрена возмож-
ность получения биоактивных полимерных пленок для 
производства пищевой упаковки и медицинских целей на 
основе меланинов семян арбуза (Łopusiewicz et al., 2020).

Однако, несмотря на полифункциональность, при-
менение меланинов ограничивается сложностью их 
выделения из биологических объектов, очистки от бел-
ковых и химических примесей, а также высокой себе-
стоимостью получения синтетических аналогов. В каче-

стве перспективного источника алломеланинов выступает 
растительное тёмноокрашенное сырье: а) отходы расти-
тельного происхождения – лузга подсолнечника, гречи-
хи, чёрного риса, выжимки винограда и свеклы, ячменя 
и овса; б) растительное сырьё – грецкий орех, семена арбу-
за, кунжута, (Gracheva, Zheltobriukhov, 2016; Varga et al., 
2016; Łopusiewicz et al., 2020; Shoeva et al., 2020).

Наиболее перспективным для получения мелани-
нов представляется использование вторичных сырьевых 
ресурсов, в том числе лузги подсолнечника, что обуслов-
лено ежегодными значительными объемами этого сырья, 
его низкой ценой (от 0 до 2500 ք/т), высокой биологиче-
ской активностью и рядом фармакологических свойств 
(Iuasifov, 1987; Gracheva, Zheltobriukhov, 2016). Содер-
жание алломеланинов в цельных семенах подсолнечни-
ка составляет примерно 1,4% (Jana, Mukherjee, 2004; Park 
et al., 2007).

Существует несколько способов выделения и опреде-
ления меланинов, в том числе экспресс-методы, которые 
являются весьма неточными и субъективными (Perestova, 
1988). Стандартный протокол включает их щелочную экс-
тракцию и последующее осаждение в кислой среде (Sava 
et al., 2001). Диффузия меланина через клеточные стен-
ки слабо выражена. Для полноты извлечения пигмента 
из растительного сырья нужно стремиться к максималь-
но возможному измельчению материала, чтобы нару-
шить целостность большинства клеток, что способствует 
оптимальному выходу меланинов. В щелочной среде они 
обладают наибольшей растворимостью, то есть с увели-
чением рН среды увеличивается степень их диссоциации 
(Grossi et al., 1998).

Для идентификации и количественного определения 
меланинов применяется метод спектроскопии. Мелани-
ны различного происхождения характеризуются высокой 
поглотительной способностью в видимом и ультрафио-
летовом диапазоне спектра с максимумом при 196-300 нм 
(Pralea et al., 2019). Для идентификации основных функ-
циональных групп в макромолекулах меланина использу-
ется инфракрасная (ИК) спектроскопия с преобразовани-
ем Фурье (Shoeva et al., 2020).

При анализе спектра меланина лузги подсолнечника 
обнаружено, что в состав соединений входят конденсиро-
ванные бензольные кольца (1500 см–1), фенольные струк-
туры и карбонильные группы (1600-1700 см–1), тройные 
связи между атомами углерода –С≡С– (2300 см–1), алифа-
тические углеродные фрагменты (2900 см–1) (Pralea et al., 
2019).

Ядерный магнитно-резонансный (ЯМР) анализ под-
тверждает наличие в меланинах ароматических, метиль-
ных или метиленовых групп. Меланины являются пара-
магнитными биополимерами, которые из-за наличия 
стабильных свободных радикалов могут быть обнаруже-
ны с помощью электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР) (Butterfield, 1982). Обобщённые результаты иссле-
дований и анализ данных литературы позволяют отнести 
меланины лузги подсолнечника к алломеланинам, моле-
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кулы которых могут быть образованы пирокатехиновыми 
и/или периленовыми мономерами (Prutenskaia et al., 2016; 
Kablov et al., 2019).

У подсолнечника меланиновый слой между гиподер-
мой и склеренхимой в плодовой оболочке семянок повы-
шает устойчивость к повреждениям гусеницами подсол-
нечной огнёвки (Homoeosoma nebulella Hb.), являясь, 
таким образом, основой природной устойчивости подсол-
нечника к этому вредителю. За свою защитную функ-
цию меланиновый слой получил название «панцирный» 
(Perestova, 1988). Образцы подсолнечника с повышен-
ным содержанием пигментов в лузге являются основой 
селекции по этому признаку. Из изложенного выше сле-
дует, что меланины имеют широкий спектр применения. 
Поэтому актуальной является оптимизация способа выяв-
ления источников их высокого содержания с целью сде-
лать методику доступной и эффективной. Задачей рабо-
ты являлась разработка весового метода количественного 
определения алломеланинов в лузге и семенах подсол-
нечника на основе существующего протокола с использо-
ванием образцов коллекции ВИР.

Материалы и методы

Объект исследования – лузга подсолнечника, получен-
ная после очистки семян 30 образцов репродукции Пуш-
кинских опытных лабораторий ВИР 2023 года. В выборку 
вошли семена с лузгой от светло-серого до почти черного 
цвета различного происхождения, различной лузжисто-
сти и разного размера. Список и характеристика исследо-

ванных образцов приведены в Приложении/ Supplement1.
Перед проведением анализа лузгу измельчали с помо-

щью лабораторной мельницы LabMill-1 (LaborMim, 
Венгрия) до состояния мелкодисперсной муки с разме-
ром частиц до 10 мкм. Алломеланины экстрагировали 
на кипящей водяной бане с шейкером (GFL 1092, Герма-
ния). Отделение меланинов от примесей осуществляли 
с помощью центрифуги для больших объемов (SL16R, 
Thermo FS, Германия). Навески выделенных алломела-
нинов высушивали при температуре 95-100°С до посто-
янной массы в сушильном шкафу (Memmert, Германия). 
Поглощение света выделенными алломеланинами изме-
ряли на спектрофотометре (UNICO-2802S, США) в диа-
пазонах УФ и видимого света (200-700 нм) в кварцевой 
кювете с рабочей длиной 10 мм.

Определение изученных признаков проводили в двух 
повторностях, результаты представлены в виде: среднее 
значение ± стандартное отклонение (SD). Статистиче-
ский анализ осуществляли, используя программное обес-
печение Microsoft Office 2016.

Результаты и обсуждение

Лузжистость у исследуемых семян подсолнечни-
ка находилась в диапазоне от 21,1% (к-3693) до 48,0% 
(к-3894), в среднем – 29,6%.

Наиболее низкую лузжистость имели образцы к-2776, 
к-3643, к-3693, к-3761; наибольшую – к-2936, к-3417, 
к-3513, к-3894 (рис. 1).

1     Приложение доступно в онлайн версии статьи/ The supplement is available in the online version of the paper: DOI: 10.30901/2658-6266-
2025-1-o2

Рис. 1. Лузжистость (ось Y) у исследуемых семян подсолнечника (ось Х, см. Приложение)
Fig. 1. Huskness (Y-Axis) of the studied sunflower seeds (X-Axis, see the Supplement)
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Экстракцию и определение алломеланинов проводили 
согласно методу, предложенному в работе Ивановой и др. 
(Ivanova et al., 2019) с внесёнными нами модификациями.

Этапы извлечения и определения алломеланинов:
1) К навескам измельченной лузги подсолнечни-

ка добавляли одномолярный раствор гидроксида натрия 
(1:40 m:V) и выдерживали образцы в конических колбах 
на 150 см3 с обратным холодильником в кипящей водяной 
бане в течение одного часа, затем отфильтровывали тём-
ноокрашенный экстракт через стеклянные фильтры №3 
в колбы Бунзена, соединённые с водоструйным насосом. 
Осадок переносили с фильтра таким же объемом щело-

чи и в те же конические колбы, затем вновь кипятили на 
водяной бане в течение одного часа. После третьей экс-
тракции фильтрат становился прозрачным, то есть прак-
тически не содержал алломеланинов. Все три фильтрата 
после каждой экстракции объединяли в отдельной колбе.

2) Для получения алломеланинов фильтраты подкис-
ляли 20% раствором соляной кислоты до pH 1-1,5, при 
этом раствор светлел и постепенно наблюдалось обра-
зование «творожистого» осадка (рис. 2). Для полно-
ты образования осадка растворы выдерживали в колбах 
при комнат ной температуре не менее двух, но не более 
20 часов.

Рис. 2. Щелочной экстракт алломеланинов (слева) и после подкисления (справа)
Fig. 2. Alkaline extract of allomelanins (left) and that after acidification (right)

3) Для отделения осадка, содержащего алломеланины, 
от фугата, экстракт центрифугировали в течение 10 мин 
при 8 тыс. об/мин. Для последующих промывок исполь-
зовали тот же режим центрифугирования. Это позволяет 
отделить алломеланины от низкомолекулярных и раство-
римых в кислой среде высокомолекулярных соединений 
(Fomenko et al., 2021).

4) Очистку осадка, содержащего алломеланины, от 
примесей осуществляли посредством последовательно-
го промывания его горячей водой, 80% этанолом и аце-
тоном. Для этого к осадку добавляли нагретую воду, 
имею щую температуру 50°С (1:120 m:V), перемешивали 
стеклянной палочкой и центрифугировали. Однократная 
водная промывка позволяет сохранить кислое состояние 
раствора с рН<7 и тем самым избежать потерь алломела-
нинов. Фугат сливали, а осадок последовательно промы-
вали двукратно 80% этанолом (1:80 m:V) и однократно 
ацетоном (1:80 m:V) с последующим центрифугировани-
ем после каждого этапа промывки.

5) Количественное определение алломеланинов осу-
ществляли методом гравиметрии. Для этого осадок алло-
меланинов переносили из центрифужных пробирок 
небольшими объемами 80% этанола в предварительно 
высушенные и взвешенные фарфоровые чашечки и затем 
содержимое высушивали при температуре не выше 100°С 
до постоянного веса. Чашки охлаждали в эксикаторе 
и затем взвешивали (рис. 3).

6) Расчёт содержания алломеланинов в лузге и в цель-
ных семенах, учитывая процент лузжистости, осущест-
вляли по формулам 1 и 2:

где, mдо – масса навески алломеланинов до высушивания, г;
mпосле – масса навески алломеланинов после высушивания, г;
Хлузга – содержание алломеланинов в лузге подсолнечника, %;
Хлузжистость – лузжистость у семян подсолнечника, %;
m – масса навески лузги, г

Чистый высушенный алломеланин представляет 
собой тёмный с глянцевым оттенком порошок, нераство-
римый в воде и большинстве органических растворите-
лей, частично растворимый в концентрированных серной 
и азотной кислотах и полностью растворимый в 0,1 М 
растворе гидроксида натрия. Средний размер частиц 
меланина лузги подсолнечника является минимальным 
по сравнению с меланинами другого происхождения 
и составляет 136,1 нм. Размер частиц микробного мелани-
на – 228,8 нм, меланина чаги – 206,8 нм (Prutenskaia et al., 
2016).

Существует несколько качественных реакций с мела-

(1)

(2)
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нинами, которые необходимо использовать для под-
тверждения природы выделенного в результате экстрак-
ции соединения. При воздействии сильных окислителей 
пигменты теряют цвет в результате окисления гидрохино-
новых фрагментов меланинов и дальнейшей деградации 
полимера меланинов (Korytowski, Sarna, 1990).

Для проведения качественных реакций навеску 
выделенных алломеланинов предварительно растворя-
ли в 0,1 М гидроксиде натрия (1:200 m:V) (рис. 4а). При 

добавлении к раствору с пигментом 10 % перекиси водо-
рода происходит обесцвечивание раствора (рис. 4б). При 
взаимодействии с раствором хлорида железа образует-
ся коричневый осадок хлопьевидной основной струк-
туры (рис. 4в), а в присутствии перманганата калия рас-
творы меланинов изменяют окраску с красно-коричневой 
на зелёную в результате восстановления перманганата 
(рис. 4г).

Рис. 3. Спиртовой экстракт алломеланинов до (а) и после высушивания (б)
Fig. 3. Alcohol extract of allomelanins before (a) and after drying (b)

a)

a) б) в) г)

б)

Рис. 4. Качественные реакции на меланины (пояснения в тексте)
Fig. 4. Qualitative reactions to melanins (see text for comments)

Согласно проведенным ранее исследованиям, такое 
поведение пигментов характерно для меланинов и сви-
детельствует о присутствии в их структуре хиноидных 
и фенольных компонентов (Kartushina et al., 2016).

Поглощение выделенными алломеланинами света 
в диапазонах УФ и видимой части спектра (200-700 нм) 
представлено на рисунке 5.

В ходе исследования отмечено, что выделенное веще-
ство демонстрирует сильное поглощение света в УФ-об-
ласти с постепенным уменьшением оптической плотно-
сти по мере увеличения длины волны. Максимальный 
пик поглощения наблюдался при 220 нм в УФ области 
поглощения. Кроме того, не наблюдалось дополнитель-

ных пиков поглощения при 260 нм и 280 нм, что указыва-
ет на отсутствие нуклеиновых кислот, липидов и других 
белков в пигментах, выделенных из лузги подсолнечника 
(Saha et al., 2021).

Таким образом, результаты качественных реак-
ций и спектрофотометрии подтверждают, что выделен-
ное вещество является алломеланином высокой степени 
очистки.

На основе разработанного нами весового метода опре-
деления алломеланинов проведено изучение выборки 
семян подсолнечника из коллекции ВИР им. Н.И. Вави-
лова. Результаты по определению содержания пигментов 
в лузге и семенах представлены в таблице.
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Рис. 5. Спектральные характеристики света, поглощаемого 
раствором алломеланинов в УФ и видимом диапазоне

Fig. 5. Spectral characteristics of light absorbed by allomelanin solution in the UV and visible ranges

Таблица. Содержание алломеланинов в исследуемых образцах
Table. Allomelanin content in the studied accessions

№/ No.

№ кат.  
ВИР, к-/ 
VIR cat. 
No., k-

Алломеланины/ 
Allomelanins, %

№/ No.
№ кат.  

ВИР, к-/ VIR cat. 
No., k-

Алломеланины/ 
Allomelanins, %

лузга/ husk семена/ 
seeds

лузга/ 
husk

семена/ seeds

1 2776 8,67 2,01 18 3762 3,50 0,92
2 2936 5,67 2,23 19 3775 6,17 1,71
3 3417 4,50 1,74 20 3885 6,33 1,76
4 3511 7,83 2,30 21 3892 8,67 2,74
5 3513 4,83 2,25 22 3893 6,33 1,93
6 3515 4,17 1,13 23 3894 4,50 2,16
7 3554 5,17 1,46 24 3901 8,17 2,38
8 3568 3,50 0,98 25 641880 6,00 1,71
9 3606 6,83 1,97 26 641883 7,50 2,61
10 3639 5,83 1,59 27 641884 8,17 1,99
11 3643 5,00 1,13 28 641885 7,50 2,55
12 3647 3,00 0,90 29 641964 6,83 1,96
13 3649 1,50 0,40 30 641965 6,83 1,73
14 3693 6,00 1,27 Среднее/ Mean 5,73 1,69
15 3713 5,67 1,43 Мин/ Min 1,50 0,40
16 3760 3,50 0,90 Макс/ Max 8,67 2,74

17 3761 3,67 0,84 Стандартное отклонение/ 
Standard deviation 1,82 0,60
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Содержание алломеланинов в лузге подсолнечника 
составило в среднем 5,73%, при этом минимальное коли-
чество – 1,5%, максимальное – 8,7%. В цельных семе-
нах подсолнечника – от 0,4% до 2,7%, в среднем – 1,7%. 
Образцы с повышенным содержанием этих пигментов 
в лузге: к-2776, к-3511, к-3892, к-3901, к-641884; с пони-

женным содержанием – к-3568, к-3647, к-3649, к-3760, 
к-3762 (рис. 6). Между содержанием алломеланинов 
в лузге и цельных семенах обнаружена высокая поло-
жительная корреляция (r =0,83). Полученные нами дан-
ные соответствуют результатам других исследователей 
(Özdemir, Keleş, 2018).

Рис. 6. Aлломеланины (ось Y) в лузге и семенах образцов подсолнечника (ось X, см. Приложение)
Fig. 6. Allomelanins (Y-Axis) in husk and seed of sunflower accessions (X-Axis, see the Supplement)

Заключение

Алломеланины – это группа растительных пигмен-
тов, востребованных в различных отраслях современной 
промышленности (пищевой, косметической, фармацев-
тической, упаковочной). Оценка содержания меланинов 
в растительном сырье остается актуальной. В отличие от 
работы Ивановой и др. (Ivanova et al., 2019), предложен-
ный нами модифицированный метод определения мела-
нинов проводят без применения автоклава при атмос-
ферном давлении, а осадок алломеланинов промывают 
до слабокислой среды, тем самым предотвращая их поте-
ри. Кроме того, для очистки выделенных алломеланинов 
применяют 80% этанол и 100% ацетон. Количественное 
определение меланинов осуществляется путем взвеши-
вания очищенного осадка. Между содержанием алломе-
ланинов в лузге и семенах обнаружена высокая положи-
тельная корреляция (r=0,83). Метод позволяет проводить 
скрининговые исследования коллекционных образцов 
генетических ресурсов растений, выявлять образ-
цы с высоким содержанием алломеланинов и в дальней-
шем использовать их в качестве высоко меланинового 
сырья. Образцы подсолнечника с повышенным содержа-
нием пигментов в лузге (к-2776, к-3511, к-3892, к-3901, 

к-641884) являются источниками устойчивости к повреж-
дению гусеницами подсолнечной огневки. Образцы 
с пониженным содержанием меланина к-3568, к-3647, 
к-3649, к-3760, к-3762 не рекомендуется использовать 
в дальнейшем селекционном процессе для закрепления 
устойчивости к этому вредителю.
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