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Streszczenie

Przeprowadzono badania wtasciwo$ci paramag-
netycznych biopolimeru melaninowego otrzymanego
z Sepia officinalis z zastosowaniem spektroskopii
elektronowego rezonansu paramagnetycznego na
pasmo X (9,3 GHz). Biopolimer ten jest wykorzysty-
wany w preparatach kosmetycznych. Analizowano
ksztatt i parametry widm EPR centrow paramagne-
tycznych melaniny zarejestrowanych jako pierwsza
pochodna absorpcji. Otrzymano wartos$ci wspotczyn-
nika rozszczepienia spektroskopowego g, amplitudy,
intensywnosci integralnej i szerokosci linii EPR.
Wyznaczono koncentracje centrow paramagnetycz-
nych w badanym biopolimerze melaninowym. Stwier-
dzono podobne widma EPR i wtasciwosci centrow
paramagnetycznych melaniny z Sepia officinalis oraz
eumaleniny.

Zalezne od mocy mikrofalowej asymetryczne
widma EPR wskazujg na ztozony charakter uktadu
centrow paramagnetycznych w testowanym biopoli-
merze. Wykazano, Zze w melaninie z Sepia officinalis
wystepujg gtdbwnie o-semichinonowe wolne rodniki.
Wolne procesy relaksacji spin-sie¢ zachodzg w ana-
lizowanej melaninie.

Stowa kluczowe: biopolymer melaninowy, Sepia
officinalis, centra paramagnetyczne, wolne rodniki,
EPR

[Inzynieria Biomateriatow, 86, (2009), 28-32]

Wprowadzenie

Melaniny sg biopolimerami wykazujgcymi wtasciwosci
paramagnetyczne [1-12]. o-Semichinowe wolne rodniki z
niesparowanymi elektronami zlokalizowanymi na atomie
tlenu gtéwnie odpowiadajg za paramagnetyzm melanin
[1-12]. Technikg przydatng do badania tych naturalnych
polimerow jest elektronowy rezonans paramagnetyczny.
Poréwnanie widm EPR komplekséw melanin z jonami
metali wykazato, ze dia- i paramagnetyczne jony metali
odpowiednio zwiekszajg lub zmniejszajg koncentracje
wolnych rodnikéw w melaninie [1,3-4,8,11-13,25]. Badania
EPR wskazujg na istotng role melaninowych centréow para-
magnetycznych w wigzaniu substanc;ji leczniczych [13-16]
oraz jonow metali [1,3-4,7-8,11-13,15] do tych polimerdw.
Wolne rodniki melanin mogg powodowac efekty toksyczne
w tkankach [18-19].
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Abstract

Paramagnetic properties of melanin biopolymer
from Sepia officinalis were studied by the use of
electron paramagnetic resonance spectroscopy
(EPR) at X-band (9.3 GHz). This biopolymer is
applied in cosmetics. Lineshape and parameters of
first-derivative EPR spectra of melanin paramagnetic
centers were analysed. g-Factor, amplitude, integral
intensity, and linewidth of EPR spectra were obtained.
Concentration of paramagnetic centers in melanin
biopolymer was determined. EPR spectra of melanin
from Sepia officinalis and properties of its paramagnetic
centers are similar to those of eumelanin.

Asymmetrical EPR spectra dependent on microwa-
ve power indicate that complex paramagnetic centers
system is characteristic for the tested biopolymer.
It was proved that mainly o-semiquinone free radicals
exist in melanin from Sepia officinalis. Slow spin-lattice
relaxation processes exist in the analysed melanin.

Keywords: melanin biopolymer, Sepia officinalis,
paramagnetic centers, free radicals, EPR

[Engineering of Biomaterials, 86 (2009), 28-32]

Introduction

Melanins are paramagnetic biopolymers [1-12]. o-Semi-
quinone free radicals with unpaired electron localized on
oxygen atom are mainly responsible for paramagnetism
of melanins [1-12]. Electron paramagnetic resonance
spectroscopy is a useful technique to examine of these
natural polymers. Comparison of EPR spectra of melanin
complexes with metal ions indicates that dia- and para-
magnetic metal ions increase and decrease free radical
concentration in melanin, respectively [1,3-4,8,11-13,25].
EPR studies indicate that melanin’s paramagnetic centers
play an important role in binding of drugs [13-16] and metal
ions to this polymer [1,3-4,7-8,11-13,15]. Free radicals may
be responsible for toxic effects in tissues [18-19].

EPR studies of melanin from Drosophila melanogaster
(the strains: black, grey, and yellow), Cladosporium
cladosporiodes and Cladosporium herbarum were per-
formed by us earlier [7,9,26]. In these works we concentrated
on the role of melanin’s free radicals in environmental protec-
tion, detoxification processes and type of melanin existing
in the mentioned above biological objects.
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Badania EPR melanin z Drosophila melanogaster
(szczep: czarny, szary i zotty), Cladosporium cladosporio-
des i Cladosporium herbarum przeprowadziliSmy wczesniej
[7,9,26]. W powyzszych pracach koncentrowaliSmy sie
gtéwnie na roli wolnych rodnikdw melaniny w ochronie
srodowiska, procesach detoksyfikacji i rodzaju melaniny
wystepujgcej we wspomnianych powyzej obiektach biolo-
gicznych.

W pracy [17] opisano centra paramagnetyczne wyste-
pujace w catej gamma napromieniowanej Sepia offcinalis.
Widma EPR wykorzystano do identyfikacji napromieniowa-
nej matwy [17]. Melanina wystepuje takze w Sepia officinalis,
jednakze nie przeprowadzono badan spektroskopowych
jej centréw paramagnetycznych. Celem naszej pracy jest
wyznaczenie koncentracji i wtasciwosci centrow paramagne-
tycznych biopolimeru melaniny z Sepia officinalis. Melanina
z Sepia officinalis jest stosowana w kosmetykach, substan-
cjach leczniczych w kosmetologii i medycynie estetycznej
[20-21]. W niniejszej pracy spektroskopie elektronowego
rezonansu paramagnetycznego zaproponowano jako
metode uzyteczng w badaniach melanin w kosmetykach.
Metodg EPR mozna bada¢ powstawanie wolnych rodnikow
w prébkach kosmetykéw zawierajgcych melanine. Badania
EPR melaniny z Sepia offcinalis sg wazne, ze wzgledu na
potencjalne negatywne efekty w tkankach spowodowane
przez oddziatywania tkanki z wolnymi rodnikami melaniny
wystepujgcej w kosmetykach.

Materiat i metody

Materiat

Biopolimer melaninowy izolowany z Sepia officinalis
badano z zastosowaniem spektroskopii EPR. Probki otrzy-
mano z Firmy Sigma. Prébki melaninowe umieszczono w
cienkosciennych rurkach szklanych i rejestrowano widma
EPR.

Metody

Metode elektronowego rezonansu paramagnetycznego
(EPR) o czestotliwosci promieniowania mikrofalowego z
pasma X wynoszgcej 9,3 GHz zastosowano jako techni-
ke eksperymentalng. Widma EPR mierzono za pomocg
spektrometru RADIOPAN (Poznan) w szerokim zakresie
mocy mikrofalowej wynoszgcym 0,7-70 mW. Widma EPR w
postaci pierwszej pochodnej rejestrowano w temperaturze
pokojowej. Analizowano nastepujgce parametry ksztattu linii
EPR: A/A, A-A,, B,/B, i B,-B,. Parametry te zdefiniowano
na RYS. 1. Dla widm eksperymentalnych wyznaczono
wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g, ampli-
tude (A), intensywnos¢ integralng (l) oraz szerokos¢ linii
(AB,,). Zbadano wptyw mocy mikrofalowej na parametry
asymetrii linii oraz na amplitude i szerokos$¢ linii EPR.

Wspétczynnik rozszczepienia spektroskopowego g ob-
liczono z warunku rezonansu jako hv/ugB,, gdzie: h — stata
Plancka, v — czestotliwos¢ mikrofalowa, pg — magneton
Bohra, B, - rezonansowa indukcja magnetyczna [22-23].
Koncentracje centréow paramagnetycznych w testowanym
biopolimerze wyznaczono jako wielko$¢ proporcjonalng
do intensywnosci integralnej. Jako wzorce wykorzystano
ultramaryne i krysztat rubinu.

Wyniki i dyskusja

W przypadku badanego biopolimeru melaninowego z
Sepia officinalis rejestrowano silne widma EPR w catym
zakresie mocy mikrofalowej (0,7-70 mW). Widma EPR
testowanej melaniny stanowig pojedyncze asymetryczne
linie (RYS. 1). Ksztalt tych widm EPR jest podobny do
ksztattu linii EPR modelowej eumelaniny — DOPA-melaniny.

Paramagnetic centers in whole gamma irradiated Sepia
offcinalis are described in work [17]. EPR spectra are used
for identification of irradiated cuttlefish [17]. Melanin also
exists in Sepia officinalis, but its paramagnetic centers were
not analysed spectroscopically. The aim of our work is to
determine concentration and properties of paramagnetic
centers in melanin biopolymer isolated from Sepia officinalis.
Melanin from Sepia officinalis is used in cosmetics and drugs
in cosmetology and esthetical medicine [20-21]. In this work
electron paramagnetic resonance spectroscopy is proposed
as the useful method of study melanin in cosmetics. Free
radicals formation in cosmetic samples containing melanin
may be examined by EPR method. The EPR studies of
melanin from Sepia offcinalis are important, because of
potential negative effects caused by their free radicals in
tissues during interactions with cosmetics.

Material and methods

Material

Melanin biopolymer isolated from Sepia officinalis was
studied by EPR spectroscopy. The samples were obtained
from Sigma Firm. Melanin samples were put into thin walled
glass tubes and EPR spectra were measured.

Methods

Electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR)
with microwave frequency 9.3 GHz (X-band) was applied
as the experimental technique. EPR spectra were meas-
ured with microwave powers of 0.7-70 mW by RADIOPAN
(Poznan) spectrometer. First derivative EPR spectra were
recorded at room temperature. The following shapes
parameters were analysed: A,/A,, A,-A,, B,/B, and B,-B..
The parameters are defined and shown in FIG. 1. For the
experimental spectra g-factor, amplitude (A), integral inten-
sity (I), and linewidth (AB,,) were evaluated. Influence of
microwave power on asymmetry parameters, and amplitude
and linewidth was examined.

g-Factor was calculated from resonance condition as
hv/pgB,, where: h — Planck constant, v — microwave fre-
quency, Ug- Bohr magneton, B,,- resonance magnetic field
[22-23]. Concentration of paramagnetic centers in the stud-
ied biopolymer was determined as the value proportional to
integral intensity (l) of its EPR spectra. Ultramarine and a
ruby crystal were used as the references.

By

RYS. 1. Widmo EPR biopolimeru melaninowego z
Sepia officinalis z zaznaczonymi analizowanymi
parametrami ksztattu linii.

FIG. 1. EPR spectrum of melanin biopolymer from
Sepia officinalis with marked the analysed param-
eters of its lineshape.
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Widma EPR DOPA-melaniny sg réwniez pojedynczymi
liniami [1-5,12-16]. Struktura nadsubtelna charakterystyczna
dla feoemlanin [2] nie byta obserwowana w widmach EPR
melaniny z Sepia officinalis. Mozna wigc stwierdzic, ze w
Sepia officinali wystepuje eumelanina.

Melanine z Sepia officinalis charakteryzuje stabilny para-
magnetyzm. Linie EPR tego biopolimeru nie zmieniajg sie
z czasem przechowywania probki. Koncentracja centréw
paramagnetycznych w badanej melaninie wynosi 3,2x101°
spin/g, a wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego g
jest rowny 2,0045. Wielkosci te sg podobne jak dla DOPA-
melaniny [1-5,12-16].

W tej pracy wykazano ztozony charakter uktadu centréw
paramagnetycznych melaniny z Sepia officinalis. Ztozo-
ne widma EPR wykazujg zmiany asymetrii ze wzrostem
mocy mikrofalowej [23]. Wptyw mocy mikrofalowej na
parametry asymetrii linii: A,/A,, A,-A,, B,/B, i B,-B, zdefi-
niowane na RYS. 1 pokazano odpowiednio na RYS. 2-5.

Results and discussions

Strong EPR spectra in the whole range of microwave
power (0.7-70 mW) were measured for the studied mela-
nin biopolymer from Sepia officinalis. The EPR spectra
are single asymmetric curves (FIG. 1). Lineshape of
these EPR spectra is similar to those of model eumelanin
— DOPA-melanin. EPR spectra of DOPA-melanin are single
lines [1-5,12-16]. Hyperfine structure characteristic for ph-
eomelanins [2] was not observed in the spectra of melanin
from Sepia officinalis. As one can see, eumelanin exists in
Sepia officinalis.

Stable paramagnetism characterizes melanin from Se-
pia officinalis. EPR lines do not change with storage time
of the sample. Paramagnetic centers concentration in this
melanin is 3.2x10" spin/g and g-value is 2.0045. The men-
tioned above values correspond to those for DOPA-melanin
[1-5,12-16].
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RYS. 2. Wptyw mocy mikrofalowej (M/M,) na para-
metr A,/A, widma EPR melaniny z Sepia officinalis.
M — moc mikrofalowa stosowana podczas pomia-
ru, M, — catkowita moc mikrofalowa wytwarzana
przez klistron (70 mW).

FIG. 2. Influence of microwave power (M/M,) on
the parameter A,/A, of the melanin’s EPR spectra.
M — microwave power used during the measure-
ment, M, — total microwave power produced by
klystron (70 mW).

RYS. 3. Wptyw mocy mikrofalowej (M/M,) na para-
metr A,-A, widma EPR melaniny z Sepia officinalis.
M — moc mikrofalowa stosowana podczas pomia-
ru, M, — catkowita moc mikrofalowa wytwarzana
przez klistron (70 mW).

FIG. 3. Influence of microwave power (M/M,) on
the parameter A;-A, of the melanin’s EPR spectra.
M — microwave power used during the measure-
ment, M, — total microwave power produced by
klystron (70 mW).
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RYS. 4. Wptyw mocy mikrofalowej (M/M,) na para-
metr B,/B, widma EPR melaniny z Sepia officinalis.
FIG. 4. Influence of microwave power (M/M,) on the
parameter B,/B, of the melanin’s EPR spectra.

RYS. 5. Wptyw mocy mikrofalowej (M/M,) na para-
metr B,-B, widma EPR melaniny z Sepia officinalis.
FIG. 5. Influence of microwave power (M/M,) on the
parameter B,-B, of the melanin’s EPR spectra.
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RYS. 6. Wpltyw mocy mikrofalowej (M/M,) na
amplitude A widma EPR melaniny z Sepia
officinalis.

FIG. 6. Influence of microwave power (M/M,) on
amplitude A of the melanin’s EPR spectra.

Parametry te znacznie zmieniajg sie z mocg mikrofalowa.
Charakter tych zmian pokazano na RYS. 2-5. Podobne
zmiany nie wystgpityby w probkach posiadajgcych tylko
jeden rodzaj centrow paramagnetycznych [23]. Prawdo-
podobnie wolne rodniki ze spinem S = 1/2 i dodatkowo
birodniki ze spinem S = 1 wystepujg w melaninie z Sepia
officinalis. Wolne rodniki i birodniki znaleziono wczesniej w
DOPA-melaninie [24-25] i w melaninie z czarnego szczepu
Drosophila melanogaster [10,26].

Zmiany amplitudy i szerokosci linii analizowanych widm
EPR wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej pokazano na
RYS. 6 i 7. Amplituda linii EPR ro$nie wraz ze wzrostem
mocy mikrofalowej, a po osiaggnieciu warto$ci maksymalne;j
maleje z dalszym wzrostem mocy mikrofalowej (RYS. 6).
Linie EPR nasycajg sie dla niskich mocy mikrofalowych
(RYS. 6), a wiec wolne procesy relaksacji spin-sie¢ wyste-
pujg w badanej melaninie. Wolne procesy relaksacji spin-
sie¢ zachodzg rowniez w DOPA-melaninie [12-15,24-25],
melaninie z Drosophila melanogaster [26] i melaninie z
Cladosporium cladosporioides [8-9]. Obserwowano posze-
rzenie linii EPR ze wzrostem mocy mikrofalowej (RYS. 7).
Korelacje przedstawione na RYS. 6i 7 sg charakterystyczne
dla linii EPR poszerzonych jednorodnie [22-23]. W prébkach
o liniach EPR poszerzonych jednorodnie nie wystepujg
izolowane pakiety spinowe [22-23]. Jednorodne poszerze-
nie linii EPR stwierdzono wczesniej dla DOPA-melaniny
[12-15,24-25], melaniny z Drosophila melanogaster [26] i z
Cladosporium cladosporioides [8-9].

Whioski

Badania biopolimeru melaninowego z Sepia officinalis
metodg EPR wykazaty, ze:
1) Silny i stabilny paramagnetyzm charakteryzuje ten poli-
mer podobnie jak eumelanine.
2) Ztozony uktad centrow paramagnetycznych wystepuje
w badanym biopolimerze melaninowym wykazujgcym
asymetryczne widma EPR o ksztalcie zaleznym od mocy
mikrofalowe;j.
3) o-Semichinonowe wolne rodniki o wspétczynniku roz-
szczepienia spektroskopowego g wynoszgcym 2,0045
sg gtéwnie odpowiedzialne za widma EPR badanego
polimeru.

FIG. 7. Wplyw mocy mikrofalowej (M/M,) na sze-
rokos¢ linii AB,, widma EPR melaniny z Sepia
officinalis.

FIG. 7. Influence of microwave power (M/M,) on
linewidth AB,, of the melanin’s EPR spectra.

In this study complex character of paramagnetic centers
in melanin from Sepia officinalis is shown. Complex EPR
spectra reveal changes of their asymmetry with increasing
of microwave power [23]. Influence of microwave power
on asymmetry parameters: A,/A,, A-A,, B,/B, and B,-B,
defined in FIG. 1 is presented in FIG. 2-5, respectively.
All these parameters strongly change with microwave
power. Character of these changes is presented in FIG. 2-5.
Such changes are not obtained for samples with only one
group of paramagnetic centers [23]. Probably free radicals
with spin S = 1/2 and additionally biradicals with spins S = 1
exist in melanin from Sepia officinalis. Free radicals and bi-
radicals were found in DOPA-melanin [24-25] and in melanin
from black strain of Drosophila melanogaster [10,26].

Changes of amplitude and linewidth of the analysed EPR
spectra with increasing of microwave power are shown in
FIG. 6 and 7, respectively. The amplitude increases with
increasing of microwave power, and after reaching the
maximum decreases for higher microwave powers (FIG. 6).
These EPR lines saturate at low microwave powers, so it
can be concluded that slow spin-lattice relaxation processes
characterize the studied melanin. Similar slow spin-lattice
relaxation processes existin DOPA-melanin [12-15,24-25],
melanin from Drosophila melanogaster [26] and melanin
from Cladosporium cladosporioides [8-9]. Broadening of
EPR lines with increasing of microwave power we observed
(FIG. 7). Correlations presented in FIG. 6 and 7 are char-
acteristic for homogeneously broadened EPR lines [22-23].
Isolated spin packet do not exist in samples with homo-
geneously broadened EPR lines [22-23]. Homogeneous
broadening of EPR lines was obtained for DOPA-melanin
[12-15,24-25], melanin from Drosophila melanogaster [26]
and Cladosporium cladosporioides [8-9].

Conclusions

EPR studies of melanin biopolymer from Sepia officinalis
indicate that:
1) Strong and stable paramagnetism similar to those of
eumelanin characterizes this polymer.
2) Complex paramagnetic centers system with asymmetrical
EPR spectra, which change with microwave power, exists
in the studied melanin biopolymer.
3) o-Semiquinone free radicals with g-factor of 2.0045 are
mainly responsible for EPR spectra of the examined polymer.

31



32

BI® MATERIALS

4) Widma EPR badanej melaniny sg poszerzone jedno-
rodnie.

5) Ciggte nasycenie mikrofalowe linii EPR wskazuje na wol-
ne procesy relaksacji spin-sie¢ zachodzgce w analizowane;j
probce melaninowej.

6) Wolne rodniki melaniny izolowanej z Sepia officinalis sto-
sowanej w kosmetykach mogg prawdopodobnie powodowaé
efekty toksyczne w ludzkich tkankach.

7) Przypuszczalnie oddziatywania wolnych rodnikéw me-
laniny z molekutami tlenu O, niszczg strukture kosmetykow
podczas ich przechowywania.
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