Whioski

» Zaréwno promieniowanie gamma jak i promieniowanie
termiczne powodujg powstawanie wolnych rodnikow (~10'8
-10"8spin/g) w streptomycynie.

« Silne oddziatywania dipolowe spin-spin poszerzajace
rejestrowane linie EPR wskazujg na niewielkie odlegtosci
pomiedzy wolnymi rodnikami w badanych probkach

» Zaréwno sterylizacja termiczna jak i radiacyjna powodu-
ja powstawanie podobnych wolnych rodnikéw — z niesparo-
wanym elektronem zlokalizowanym na atomie tlenu o czym
Swiadczy poréwnywalna warto$¢ wspotczynnika g.
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Conclusions

* Both gamma radiation as well as thermal radiation
cause formation of free radicals (10'°—10'®spin/g) in strep-
tomycin.

» Strong dipole spin-spin interactions broadening the
EPR lines point at short distance between free radicals in
the studied sample.

 Both thermal sterilization as well as radiation steriliza-
tion cause formation of similar free radicals — with unpaired
electron localized on oxygen atoms what testify to compa-
rable g factor values.
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Streszczenie

Zbadano wtasciwosci centréw paramagnetycznych
upigmentowanych grzybow glebowych Cladosporium
herbarum metodq EPR. Stwierdzono stabilny para-
magnetyzm Cladosporium herbarum wynikajgcy z
obecnosci w probce gtéwnie eumelaniny. W widmach
EPR obserwowano dominujgcag linie eumelaniny oraz
dodatkowo linie feomelaniny o niewielkiej amplitu-
dzie. o-Semichinonowe wolne rodniki (~10""spin/g)
odpowiadajg za paramagnetyzm Cladosporium
herbarum.

Stowa kluczowe: paramagnetyzm, wolne rodniki,
melanina, Cladosporium herbarum, EPR
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Abstract

Properties of paramagnetic centers in pigmented
soil fungi Cladosporium herbarum were studied by
EPR method. Stable parmagnetism of Cladosporium
herbarum, mainly resulted from existence of eumelanin
in the sample, was stated. Dominant line of eumelanin
and additionally line of pheomelanin with the low am-
plitude were observed in EPR spectra. o-Semiquinone
free radicals (~10'"spin/g) are mainly responsible for
paramgnetism of Cladosporium herbarum.

Keywords: paramagnetism, free radicals, melanin,
Cladosporium herbarum, EPR

[Engineering of Biomaterials, 89-91, (2009), 173-175]

173



174

Wstep

Cladosporium herbarum to grzyby glebowe zawierajgce
biopolimery melaninowe [1]. Melaniny wykorzystywane sg
w produktach kosmetycznych [2]. Cladosporium herbarum
moze wiec stanowi¢ zrédto melaniny dla przemystu kosme-
tycznego. Jednakze ze wzgledu na duzg zawartos$¢ wolnych
rodnikéw [3-7] melaniny moga powodowac efekty toksyczne
w tkankach [7]. Z literatury naukowej znane sg wiasciwosci
paramagnetyczne melaniny pozyskiwanej z Sepia officinalis,
wykorzystywanej w kosmetykach [8]. Celem niniejszej pracy
jest okreslenie koncentracji i wkasciwosci centrow paramag-
netycznych wystepujacych w Cladosporium herbarum.

Materiaty i metody

W pracy badaniom poddano upigmentowane grzyby gle-
bowe Cladosporium herbarum oraz modelowg eumelanine
— DOPA-melanine. Syntetyczng DOPA-melaning otrzymano
metoda opisang przez Binnsa i wsp. [9]. Suche prébki w
postaci proszkowej umieszczono w szklanych rurkach
pomiarowych. Pomiary widm wykonano z wykorzystaniem
spektrometru elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego na pasmo X (9.3GHz) Firmy RADIOPAN (Poznan,
Polska). Widma EPR rejestrowano w zakresie mocy mikro-
falowych 0.7-70 mW. Analizowano wspoétczynnik rozszcze-
pienia spektroskopowego g, intensywnos¢ integralng (l)
oraz szerokosc (AB,,) linii EPR. Wyznaczono koncentracje
wolnych rodnikéw w prébkach. Jako wzorzec koncentracji
wolnych rodnikéw zastosowano ultramaryne.

Wyniki i dyskusja

Dla Cladosporium herbarum rejestrowano silne sygnaty
EPR (RYS.1). Widma EPR Cladosporium herbarum sta-
nowity superpozycje linii eumelaniny oraz linii feomelaniny.
Gtéwng skltadowg widma EPR Cladosporium herbarum jest
linia eumelaniny. Widmo modelowej eumelaniny — DOPA-
melaniny pokazano na RYSUNKU 2. Widmo EPR feome-
laniny jest ztoZzone i wykazuje nierozdzielong strukture nad-
subtelng [6]. Wystepowanie linii feomelaniny w widmie EPR
Cladosporium

Introduction

Cladosporium herbarum are soil fungi, which contain
melanin biopolymers [1]. Melanins are used in cosmetics
[2]. Cladosporium cladosporioides may be the source of
melanin for cosmetic industry. However taking in to account
high free radicals content [3-7], melanin may be responsible
for toxic effects in tissues [7]. Paramagnetic properties of
melanin from Sepia officinalis, which is added to cosmetics,
are known from the literature [8]. The aim of this work is to
determine of concentration and properties of paramagnetic
centers of Cladosporium herbarum.

Materials and methods

In the present work pigmented soil fungi Cladosporium
herbarum and model eumelanin — DOPA-melanin were
studied. DOPA-melanin was synthetized according to the
Binn’s method [9]. Dry powdered samples were put into
the glass tubes and EPR spectra were recorded. Measure-
ments of spectra were performed by the use of electron
paramagnetic resonance spectrometer at X-band (9.3GHz)
produced by RADIOPAN (Poznan, Poland). EPR spectra
were measured with microwave in the range of 0.7-70mW.
g-Factor, integral intensity (1), and linewidth (AB,,) of EPR
lines were analysed. Concentrations of free radicals in the
samples were determined. Ultramarine was the reference
for concentration.

Results and discussion

Strong EPR signals were observed in spectra of
Cladosporium herbarum (FIG.1). EPR spectra of Cladospo-
rium herbarum were superposition of eumelanin and ph-
eomelanin. EPR line of eumelanin dominates in spectra of
Cladosporium herbarum. EPR spectrum of DOPA-melanin
is presented in FIGURE 2. EPR spectrum of pheomelanin
has complex line with unresolved hyperfine structure [6].
Pheomelanin component became more visible in EPR
spectrum recorded at lower attenuation (FIG.1).

o-Semiquinone free radicals with characteristic g-factor

of 2.0037 exist in
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FIG.1. EPR spectra of Cladosporium herbarum recorded at attenuations of

microwave power
of 0.7mW is equal
to 0.37mT. Broad-
ening of EPR line
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spektroskopowego g wynoszacym
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may result from
dipolar interactions between unpaired
electrons of free radicals.

Influences of microwave power on
integral intensity and linewidth of EPR
lines of Cladosporium herbarum are
presented in FIGURES 3 and 5, and

10 4B

linii EPR moze wynika¢ z oddziatywan
dipolowych pomiedzy niesparowanymi
elektronami wolnych rodnikéw.

Wptyw mocy mikrofalowej na inten-
sywnosc integralng i szerokos¢ linii EPR
Cladosporium herbarum przedstawiono
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FIG.2. EPR spectrum of DOPA-me-
lanin recorded at attenuation of

corresponding correlations for DOPA-
melanin show FIGURES 4, 5. EPR lines
of Cladosporium herbarum saturate at
low microwave power (FIG.3), similar to
EPR lines of DOPA-melanin (FIG.4). It
indicates that slow spin-lattice relaxation
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RYS.3. Wptyw mocy mikrofalowej na intensywnosé
integralna (l) linii EPR Cladosporium herbarum.
FIG.3. Influence of microwave power on integral intens-
ity (I) of EPR lines of Cladosporium herbarum.

RYS.4. Wptyw mocy mikrofalowej na intensywnosé
integralng (l) linii EPR DOPA-melaniny.

FIG. 4. Influence of microwave power on integral in-
tensity (I) of EPR lines of DOPA-melanin
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processes exist in

wiednie zaleznosci dla DOPA-me-
laniny pokazuja rysunki 4, 5. Linie
EPR Cladosporium herbarum
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mikrofalowych (RYS.3), podobnie
jak linie EPR DOPA-melaniny
(RYS. 4). Wskazuje to na wolne
procesy relaksacji spin-sie¢ w
melaninie wystepujacej w Clado-
sporium herbarum oraz w DOPA-
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stem mocy mikrofalowej wskazuja,
na jednorodne poszerzenie ich
linii rezonansowych.

Podsumowanie

Badania Cladosporium herba-
rum z zastosowaniem spektro-
skopii EPR wykazaty silny para-
magnetyzm oraz duzg zawarto$¢ eumelaniny w grzybach
glebowych. Cladosporium herbarum mozna wiec zapropo-
nowac jako zrédto melaniny wykorzystywane w produkc;ji
substancji kosmetycznych.
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homogeneously
broadened.

Conclusions

EPR spectro-
scopic studies
of Cladosporium
herbarum pointed
out strong paramagnetism and high content of eumelanin in
these soil fungi. Cladosporium herbarum may be proposed
as source of melanin for cosmetic substances.
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