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STR E SZCZ ENI E  

Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (electron paramagnetic resonance – EPR) jest metodą 

przydatną w biologii i medycynie do badania substancji paramagnetycznych, ich roli w procesach chorobowych oraz 

terapii. Celem pracy jest przedstawienie podstaw fizycznych spektroskopii EPR oraz dokonanie przeglądu zastosowań 

metody EPR do badań jakościowych i ilościowych centrów paramagnetycznych melanin. Omówiono możliwości spek-

troskopii EPR i procedury eksperymentalne stosowane do wyznaczenia rodzajów centrów paramagnetycznych wystę-

pujących w melaninach syntetycznych oraz w biopolimerach melaninowych. Parametrem spektroskopowym przydat-

nym do określenia rodzaju centrów paramagnetycznych jest współczynnik rozszczepienia spektroskopowego g, który 

zależy od lokalizacji niesparowanego elektronu w cząsteczce. W melaninach występują o-semichinonowe wolne rodniki 

o spinie S = 1/2 oraz birodniki o spinie S = 1. Wolne rodniki i birodniki można odróżnić spektroskopowo poprzez analizy 

wpływu temperatury pomiaru na intensywność integralną linii EPR. Koncentracja centrów paramagnetycznych w me-

laninie jest proporcjonalna do intensywności integralnej widma EPR. Przedstawiono wpływ paramagnetycznych i dia-

magnetycznych jonów metali oraz tlenu na koncentrację centrów paramagnetycznych w melaninie. Dokonano przeglądu 

publikacji dotyczących wpływu substancji leczniczych na koncentrację centrów paramagnetycznych w melaninie. 

Przedstawiono przydatność spektroskopii EPR w identyfikowaniu melaniny w próbkach biologicznych, m.in. komór-

kach nowotworowych, bakteriach i grzybach. 
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AB STR ACT  

Electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy is a method useful in biology and medicine to examine 

paramagnetic substances, their role in disease processes and therapy. The aim of this review work is to present the 

physical foundations of EPR spectroscopy and to review the applications of the EPR method for the qualitative and 

quantitative research on paramagnetic centers in melanin. The possibilities of EPR spectroscopy and experimental 

procedures applied to determine the types of paramagnetic centers existing in synthetic melanin and in melanin 

biopolymers are discussed. A useful spectroscopic parameter to determine the type of paramagnetic centers is the 

spectroscopic cleavage coefficient g, which depends on the location of the unpaired electron in the molecule.  

o-Semiquinone free radicals with spin S = 1/2 and biradicals with spin S = 1, exist in melanin. Free radicals and biradicals 

can be distinguished spectroscopically by analysing the influence of temperature on the integral intensity of EPR lines. 

The concentration of paramagnetic centers in melanin is proportional to the intensity of the integral EPR spectrum. The 

influence of paramagnetic and diamagnetic metal ions, and oxygen on the concentration of paramagnetic centers in 

melanin is presented. The publications on the influence of medicinal substances on the concentration of paramagnetic 

centers in tumor cells were reviewed. The usefulness of EPR spectroscopy in identifying melanin in biological samples, 

among others, cancer cells, bacteria, and fungi, is presented. 

KEY WO RDS  

melanin, tumor cells, paramagnetic centers, free radicals, biradicals, EPR spectroscopy 

 

WPROWADZENIE  

Paramagnetyczne właściwości melanin mają duże zna-

czenie w medycynie i farmacji. Celem pracy jest przed-

stawienie podstaw fizycznych spektroskopii elektrono-

wego rezonansu paramagnetycznego (electron para-

magnetic resonance – EPR) oraz przegląd zastosowań 

metody EPR do badań jakościowych i ilościowych cen-

trów paramagnetycznych melanin. Zastosowanie me-

tody EPR w okulistyce i w farmacji przedstawiono we 

wcześniejszych pracach [1,2,3]. W niniejszej omó-

wiono możliwości spektroskopii EPR i procedury eks-

perymentalne stosowane do wyznaczenia rodzajów 

centrów paramagnetycznych występujących w melani-

nach syntetycznych i biopolimerach melaninowych 

z uwzględnieniem melaniny pochodzącej z komórek 

nowotworowych. Szczególną uwagę zwrócono na 

spektroskopowe metody identyfikacji różnych rodza-

jów centrów paramagnetycznych oraz na znaczenie 

analizy kształtu linii układów wieloskładnikowych. Po-

kazano przykłady występowania kilku rodzajów cen-

trów paramagnetycznych w melaninie. Przedstawiono 

zbiorczo informacje dotyczące różnych rodzajów cen-

trów paramagnetycznych, które zostały dotychczas  

zidentyfikowane w melaninie z wykorzystaniem me-

tody EPR. Szczególną uwagę zwrócono na to, iż  

o-semichinonowe wolne rodniki nie są jedynymi cen-

trami paramagnetycznymi w melaninie. Dokonano 

przeglądu badań centrów paramagnetycznych biopoli-

merów melaninowych różnego pochodzenia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Melaniny 

Melaniny występujące w organizmach ludzkich  

i zwierzęcych to polimery sklasyfikowane jako eu- 

i feomelaniny [4,5]. Eumelaniny zawierają głównie 

atomy węgla (C), wodoru (H) i tlenu (O), natomiast 

siarka (S) występuje dodatkowo w feomelaninach 

[5,6]. Melaniny pochodzenia roślinnego nazywane są 

allomelaninami [4,5].  

W przyrodzie najczęściej występuje eumelanina, 

której syntetycznym odnośnikiem jest DOPA-mela-

nina [4,5,6,7,8]. Badania budowy chemicznej modelo-

wej eumelaniny z wykorzystaniem metody GC-MS 

(gas chromatography–mass spectrometry) wykazały, 

że wśród produktów pirolizy DOPA-melaniny 

występują m.in.: pirol (ok. 29,2%), fenol (ok. 16,4%), 

kwas octowy (ok. 12,1%), benzonitryl i 4-metylofenol 

(po ok. 6%), 4-metoksybenzoacetonitryl (ok. 4%),  

1,2-benzenodiol (ok. 3,5%), benzen (ok. 3,4%), styren 

(ok. 3,2%), 2-metylopirol (ok. 3%), metylobenzen  

(ok. 2,6%), 3-metylopirol (ok. 1,6%), indol (ok. 1,5%) 

i izoindolo-1,3-dion (ok. 2,3%) [6]. Badania te 

potwierdziły, iż eumelaniny są silnie heterogennymi 

polimerami składającymi się głównie z jednostek  

5,6-dihydroksyindolu i kwasu 5,6-dihydroksyindolo- 

-2-karboksylowego (ryc. 1) [9]. Produkty pirolizy 

melanin charakteryzuje różnorodność związków 

chemicznych [6,7,8], co może mieć odzwierciedlenie 

w złożonym układzie centrów paramagnetycznych me-

laniny. 
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Ryc. 1. Struktura chemiczna eumelanin wg [9]. 
Fig. 1. Chemical structure of eumelanin according to [9].  

Centra paramagnetyczne i wpływ pola magnetycz-

nego na paramagnetyki 

Centra paramagnetyczne charakteryzuje nieparzysta 

liczba elektronów [10]. Centrami paramagnetycznymi 

są wolne rodniki, jonorodniki, jony metali przejścio-

wych, gazy dwuatomowe: tlen w stanie podstawowym 

trypletowym O2 i tlenek azotu NO, gazy wieloatomowe 

NO2 i ClO2, a także birodniki [10,11,12,13,14,15]. 

Wolne rodniki różnią się trwałością, zależącą od ich 

struktury chemicznej i parametrów ośrodka, w którym 

występują [12,13,14,15]. Trwałe są na przykład wolne 

rodniki aromatyczne z silnie zdelokalizowanym nie-

sparowanym elektronem, wolne rodniki hydrazylowe, 

allilowe oraz benzylowe [12]. Do nietrwałych wolnych 

rodników zalicza się na przykład rodnik hydroksylowy 
•OH oraz wodoronadtlenkowy HO2

•  [13]. Jonorodni-

kiem jest anionorodnik ponadtlenkowy O2−
•  [13]. Do 

jonów paramagnetycznych należą jony Fe3+, Cu2+, 

Cd2+, Cr3+ [10,11,12,13]. Zdelokalizowane elektrony π 

odpowiadają za paramagnetyzm fulerenów [16,17, 

18,19], nanorurek węglowych [20,21] i grafitu [18,22]. 

Substancje zawierające centra paramagnetyczne w polu 

magnetycznym magnesują się zgodnie z kierunkiem 

pola [10]. Przenikalność magnetyczna to wielkość 

wskazująca na zdolność danego materiału do zmiany 

indukcji magnetycznej B ze zmianą natężenia pola ma-

gnetycznego H. Przenikalność magnetyczna µ dla pa-

ramagnetyków jest nieco większa od 1. Związek induk-

cji magnetycznej z natężeniem pola magnetycznego H 

jest wyrażony następującym równaniem [10]:  

B = µH = µoµr H 

gdzie: µ – bezwzględna przenikalność magnetyczna,  

µo – przenikalność magnetyczna próżni, µr – względna 

przenikalność magnetyczna ośrodka.  

Namagnesowanie M (moment magnetyczny jednostki  

objętości substancji) paramagnetyków w polu magne-

tycznym o natężeniu H wyraża wzór [10]: 

M = χH 

gdzie: χ – objętościowa podatność magnetyczna. 

Spektroskopia EPR 

Ogólna charakterystyka metody – kwantowe podstawy 

teoretyczne i aparatura 

Spektroskopia EPR to metoda badania centrów para-

magnetycznych, której podstawą jest zjawisko elektro-

nowego rezonansu paramagnetycznego [10,11,23,24, 

25,26,27,28]. Zjawisko to zachodzi w polu magnetycz-

nym i polega na absorpcji promieniowania mikrofalo-

wego przez niesparowane elektrony centrów parama-

gnetycznych. Zjawisko elektronowego rezonansu para-

magnetycznego opisuje równanie [10,23,24,25,26,27]: 

hν = gμBBr 

gdzie: h (6,6256 x 10-34 J • s) – stała Plancka, ν – czę-

stotliwość promieniowania mikrofalowego, μB  

(9,2732 x 10-24 J/T) – magneton Bohra, Br – rezonan-

sowa indukcja magnetyczna. 

W polu magnetycznym o indukcji B zachodzi efekt  

Zeemana dotyczący rozszczepienia poziomów ener- 

getycznych ΔE, które wynosi [10,23,24,25,26,27]: 

ΔE = gμBB 

Moment magnetyczny elektronu wynika z jego mo-

mentu pędu [10]. Orbitalny moment pędu elektronu 

wynika z ruchu elektronu po orbicie, a składowa orbi-

talnego momentu pędu w kierunku pola magnetycz-

nego ml może przyjmować 2l+1 wartości: l, (l-1),…0,  

-(l-1), -l. Z ruchem elektronu wokół osi własnej zwią-

zany jest moment pędu nazywany spinem. Magne-

tyczna liczba spinowa mS oznaczająca rzut spinu s na 

kierunek pola magnetycznego może przyjmować war-

tości +1/2 i -1/2. Moment magnetyczny elektronu  

o l = 0 i o spinie S = +1/2 w polu magnetycznym przyj-

muje położenie antyrównoległe do kierunku pola. Mo-

ment magnetyczny elektronu o l = 0 i o spinie S = -1/2 

w polu magnetycznym ustawia się równolegle do kie-

runku pola. Stanom tym odpowiada inna energia, a roz-

szczepienie poziomów energetycznych jest proporcjo-

nalne do wartości indukcji magnetycznej pola B  

(ryc. 2) [10,23]. 

 

Ryc. 2. Rozszczepienie Zeemana poziomu energetycznego dwukrotnie 
zdegenerowanego dla elektronu o spinie S = +1/2 wg [10,23]. 
Fig. 2. Zeeman effect of doubly degenerate energy level for electron with 
spin S = +1/2 according to [10,23].  

Spektroskopia EPR wykorzystuje przejścia kwantowe 

elektronów pomiędzy stanami energetycznymi o ener-

giach E1 i E2. Elektrony w polu magnetycznym o in-

dukcji B pochłaniają energię promieniowania mikrofa-

lowego o częstotliwości ν wynoszącą hν, a więc energię 

potrzebną na przejście elektronu z niższego poziomu 

energetycznego (E1) na wyższy (E2; ryc. 2). Energia 
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mikrofalowa absorbowana przez niesparowane elek-

trony substancji paramagnetycznej dostarcza informa-

cji jakościowych i ilościowych o jej centrach parama-

gnetycznych [10,23,24,25,26].  

Spektrometr elektronowego rezonansu paramagnetycz-

nego posiada elektromagnes wytwarzający pole ma-

gnetyczne wraz z zasilaczem i sterownikiem pola, re-

zonator, blok mikrofalowy, cyrkulator, detektor oraz 

system rejestrujący (ryc. 3) [23,24]. Próbki paramagne-

tyczne umieszcza się podczas badania w rezonatorze, 

gdzie zachodzą omówione wcześniej zjawiska kwan-

towe. Mikrofale wytwarzane są w bloku mikrofalo-

wym, a ich propagacja zachodzi w falowodach. Źró-

dłem promieniowania mikrofalowego może być kli-

stron. Detektor odbiera sygnał odbity od rezonatora. 

Rolą cyrkulatora jest izolacja źródła mikrofal nadawa-

nych w kierunku próbki w rezonatorze i detektora, 

który odbiera mikrofale odbite od rezonatora. Rejestra-

tor zapisuje widmo EPR próbki w postaci zmiany war-

tości mocy mikrofalowej Y w funkcji indukcji pola ma-

gnetycznego B jako Y = f(B).  

 

Ryc. 3. Schemat blokowy spektrometru EPR wg [23]. 
Fig. 3. Block diagram of EPR spectrometer according to [23].  

Spektroskopia EPR stosuje częstotliwości promie- 

niowania mikrofalowego z następujących pasm:  

X (1,1 GHz), S (3,0 GHz), X (9,4 GHz), K (24 GHz),  

Q (35 GHz) oraz W (94 GHz) [23].  

Badania jakościowe 

Pomiary jakościowe z wykorzystaniem spektroskopii 

EPR dotyczą określenia rodzajów centrów paramagne-

tycznych występujących w badanej substancji [10,11, 

23,24,25,26,29,30,31,32,33,34]. Dla próbek z jednym 

rodzajem centrów paramagnetycznych rejestruje się 

pojedynczą linię EPR. Widma wieloskładnikowe mie-

rzone są w przypadku kilku rodzajów centrów parama-

gnetycznych występujących w próbkach, liczba linii 

składowych w widmie odpowiada liczbie centrów. Dla 

melanin rejestrowano zarówno pojedyncze linie EPR 

[35,36,37,38,39], jak i widma wieloskładnikowe 

[40,41,42].  

Parametrem spektroskopowym charakteryzującym ro-

dzaj centrum paramagnetycznego jest współczynnik 

rozszczepienia spektroskopowego g wyznaczany z wa-

runku rezonansu jako [10,23,24,25,26,27]: 

g = hν/μBBr 

gdzie: h (6,6256 x 10-34 J • s) – stała Plancka, ν –  

częstotliwość promieniowania mikrofalowego,  

μB (9,2732 x 10-24 J/T) – magneton Bohra, Br –  

rezonansowa indukcja magnetyczna. 

W przypadku pojedynczej linii EPR współczynnik roz-

szczepienia spektroskopowego g obliczany jest po wy-

znaczeniu wartości rezonansowej indukcji magnetycz-

nej Br z widma (ryc. 4).  

 
Ryc. 4. Poglądowe widmo EPR w postaci pierwszej pochodnej absorpcji 
oraz parametry: Br – rezonansowa indukcja magnetyczna, A – amplituda 
linii, ΔBpp – szerokość linii (opracowanie własne). 
Fig. 4. Illustrative EPR spectrum in form of first absorption derivative and 
parameters: Br – resonance magnetic induction, A – line amplitude, ΔBpp – 
linewidth (author’s own study).  

Gdy widmo jest złożone, współczynnik rozszczepienia 

spektroskopowego g dla poszczególnych rodzajów 

centrów paramagnetycznych uzyskuje się po wyzna-

czeniu rezonansowych indukcji magnetycznych Br dla 

odpowiadających im linii składowych. Procedurę tę 

umożliwia dekonwolucja eksperymentalnego widma 

EPR na linie składowe poprzez dopasowanie sumy  

linii teoretycznych do mierzonego widma wypadko-

wego. Teoretycznym liniom składowym przypisuje się 

najczęściej kształt krzywych Gaussa lub Lorentza 

[25,26]. Linie EPR mogą wykazywać także kształt 

gaussowsko-lorentzowski.  

Oddzielnym zagadnieniem badań jakościowych cen-

trów paramagnetycznych jest identyfikacja birodników 

poprzez pomiary temperaturowe ich linii EPR w zakre-

sie od niskich temperatur (np. temperatura ciekłego 

azotu) do temperatury pokojowej. Intensywności inte-

gralne (I) linii EPR birodników w odróżnieniu od wol-

nych rodników nie spełniają prawa Curie opisanego 

równaniem [10,25,26]: 

I = C/T 

gdzie: C – stała, T – temperatura pomiaru widma  

EPR.  

Zależność intensywności integralnej (I) linii EPR bi-

rodników od temperatury pomiaru (T) opisują inne 

funkcje matematyczne. Badania temperaturowe widm 

EPR wykazały występowanie w melaninach birod-
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ników o sygnałach nie spełniających prawa Curie 

[43,44,45,46,47,48].  

Jakościowe badania polegające na ocenie, czy układ 

centrów paramagnetycznych jest jednoskładnikowy 

czy wieloskładnikowy, mogą być prowadzone w for-

mie analizy wpływu mocy mikrofalowej użytej pod-

czas pomiaru linii na kształt widma EPR. Kształt wie-

loskładnikowych widm EPR zmienia się wraz z mocą 

mikrofalową [25,26,29]. Na zmianę kształtu widm EPR 

wskazuje na przykład zmiana parametrów asymetrii 

widma ze wzrostem mocy mikrofalowej. Zmiana 

kształtu widma może wynikać ze zmiany parametrów 

linii składowych zależnych w odmienny sposób od 

mocy mikrofalowej. Wyznaczenie wpływu mocy mi-

krofalowej na amplitudy (A), intensywności integralne 

(I) oraz szerokości (ΔBpp) poszczególnych linii składo-

wych widm EPR substancji zawierającej kilka rodza-

jów centrów paramagnetycznych wymaga dekonwolu-

cji widm zarejestrowanych przy różnych mocach.  

Badania ilościowe 

Spektroskopia EPR służy także do badań ilościowych 

centrów paramagnetycznych z wykorzystaniem stabil-

nych wzorców paramagnetycznych [23,24,25,26,29, 

30,31,32,33]. Koncentracja centrów paramagnetycz-

nych (N) w próbce jest proporcjonalna do intensywno-

ści integralnej (Ip) jej linii EPR. Wartość koncentracji 

centrów paramagnetycznych w testowanej próbce uzy-

skuje się poprzez porównanie intensywności integral-

nej (Ip) linii EPR próbki z intensywnością integralną 

(Iw) linii EPR wzorca [29,30,31,32,33]. Próbką wzor-

cową może być na przykład ultramaryna – glinokrze-

mian sodowy zawierający siarkę [49,50,51,52]. Inten-

sywność integralną linii EPR mierzonych jako pierw-

sza pochodna absorpcji uzyskuje się poprzez dwu-

krotne wykonanie całkowania krzywej eksperymen- 

talnej [29,30,31,32,33].  

Rodzaje centrów paramagnetycznych melanin a ich 

widma EPR 

o-Semichinonowe wolne rodniki w melaninie 

Centra paramagnetyczne, występujące głównie w mo-

delowej eumelaninie, to o-semichinonowe wolne rod-

niki dające silne sygnały EPR [1,2,35,36,37,38]. Linie 

EPR o-semichinonowych wolnych rodników o współ-

czynniku rozszczepienia spektroskopowego g wyno-

szącym 2,0036 [53], 2,0038 [6], 2,0043 [54] i 2,0045 

[55] zarejestrowano dla DOPA-melaniny. Wartość 

współczynnika g dla o-semichinonowych wolnych rod-

ników w kompleksach DOPA-melanina-kanamycyna 

wynosi 2,0045, dla kompleksów (DOPA-melanina- 

-Cu)-kanamycyna (stężenie kanamycyny 1 x 10-3 M, 

stężenia Cu(II): 1 x 10-5 M, 5 x 10-5 M, 1 x 10-4 M,  

5 x 10-4 M, 1 x 10-3 M) wynosi 2,0044 lub 2,0045, a dla 

kompleksów (DOPA-melanina-Cu)-kanamycyna)-Cu(II)) 

jest z zakresu 2,0040–2,0045 [55]. Wartość współczyn-

nika g dla o-semichinonowych wolnych rodników 

w DOPA-melaninie, kompleksach DOPA-melanina- 

-netylmycyna, kompleksach DOPA-melaniny z netyl-

mycyną i jonami Cu(II) oraz kompleksach DOPA-me-

laniny z netylmycyną i jonami Zn(II) wynosiła 2,0039–

–2,0040 [56]. Współczynnik g dla wolnych rodników 

w kompleksach DOPA-melaniny z gentamycyną wy-

nosił 2,0043 [54]. Współczynnik g dla wolnych rodni-

ków w kompleksach DOPA-melaniny z diamagnetycz-

nymi jonami Zn(II) w stosunkach wagowych 2 : 1,  

1 : 1 i 1 : 2 wynosił odpowiednio 2,0041, 2,0038 

i 2,0041 [6]. 

Pomiary widm EPR wykazały, że o-semichinonowe 

wolne rodniki o wartościach współczynnika rozszcze-

pienia spektroskopowego g wynoszących 2,0043 

i 2,0045 występują w biopolimerze melaninowym siat-

kówki oka ludzkiego w przypadku dawców w wieku 

poniżej 22 oraz powyżej 45 lat [57]. Linie EPR charak-

terystyczne dla o-semichinonowych wolnych rodników 

o wartości współczynnika rozszczepiania spektrosko-

powego g równej 2,0045 zarejestrowano dla melaniny 

z Sepia officinalis [58]. Sygnały EPR o-semichinono-

wych wolnych rodników o współczynniku g wynoszą-

cym 2,0039 obserwowano dla melaniny w upigmento-

wanych grzybach glebowych Cladosporium cladospo-

rioides [59]. Współczynnik rozszczepienia spektrosko-

powego g dla melaniny w Cladosporium cladospo- 

rioides po kompleksowaniu diamagnetycznymi jona-

mi Zn(II) przybierał wartości 2,0039–2,0040, a dla  

kompleksów z paramagnetycznymi jonami Cu(II) war-

tości g były z zakresu 2,0036–2,0040. Linię EPR wol-

nych rodników o współczynniku g wynoszącym 2,0042 

rejestrowano dla melaniny wyizolowanej z grzybów 

Auricularia auricula, wykazujących działanie przeciw 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Pseudo-

monas fluorescens [60]. 

Melanina występująca w ścianie komórkowej grzy-

bów Cryptococcus neoformans zawiera, podobnie do 

DOPA-melaniny, wolne rodniki o współczynniku g 

2,0030 [61]. Współczynnik rozszczepienia g o-semi-

chinonowych wolnych rodników w modelowych  

neuromelaninach uzyskanych z adrenaliny i dopaminy 

wynosi odpowiednio 2,0039 [62].  

Melaniny wykazują charakterystyczny silny sygnał 

EPR, co ma zastosowanie w identyfikowaniu melaniny 

w próbkach biologicznych. Wolne rodniki w melani-

nach charakteryzuje duża stabilność. Po 24 latach zare-

jestrowano – podobne do sygnałów początkowych – li-

nie EPR wolnych rodników melaniny występującej 

w winogronach [5].  

Złożony układ centrów paramagnetycznych w mela- 

ninie 

Analizy kształtu widm EPR wykazały złożoność 

układu centrów paramagnetycznych niektórych mela-

nin [55,62,63]. Widma EPR rejestrowane dla substancji 

czy materiału, w którym występuje kilka rodzajów cen-

trów paramagnetycznych, są wieloskładnikowe [23,24, 

25,26,27]. Linie rezonansowe każdej grupy centrów 

paramagnetycznych znajdują się w wypadkowym wid-

mie EPR takich próbek. Centra paramagnetyczne każ-

dego rodzaju pochłaniają promieniowanie mikrofa-

lowe, a częstotliwość tego promieniowania jest 
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skorelowana z indukcją pola magnetycznego, w którym 

pojawia się ich sygnał EPR. Związek pomiędzy często-

tliwością promieniowania mikrofalowego (ν) i warto-

ścią indukcji magnetycznej (B) określa wspomniany 

wcześniej warunek elektronowego rezonansu parama-

gnetycznego [10,23,24,25,26,27]. W pomiarach spek-

troskopowych centra paramagnetyczne można odróż-

nić m.in. na podstawie wartości indukcji pola magne-

tycznego B, przy której zarejestrowano ich sygnał EPR. 

Widmo EPR uzyskane podczas pomiaru jest superpo-

zycją linii pochodzących od poszczególnych centrów 

paramagnetycznych [23,24,25,26,27]. Możliwość ba-

dania złożonego układu centrów paramagnetycznych 

z wykorzystaniem spektroskopii EPR jest istotna 

z punktu widzenia medycyny, farmacji, kosmetologii, 

biologii oraz biotechnologii, ponieważ próbki biolo-

giczne (np. tkanki, komórki, biopolimery) ze względu 

na złożoną budowę charakteryzuje różnorodność 

związków o momencie magnetycznym różnym od zera 

oraz różna lokalizacja niesparowanych elektronów 

w centrach paramagnetycznych [13,14,15,34].  

Poprzez analizy numeryczne kształtu widm EPR zło-

żony układ centrów paramagnetycznych znaleziono 

w polimerach melaninowych: DOPA-melaninie [55], 

DOPA-melaninie o różnym pH [63] oraz w neuromela-

ninie [62]. Eksperymentalne widmo EPR DOPA-mela-

niny w postaci ciała stałego przybliżano za pomocą 

funkcji teoretycznych Gaussa (G) i Lorentza (L) opisa-

nych następującymi równaniami [55]: 

YG = (–AG)((B – BrG)/ΔB2G)exp(–0.5(((B – BrG)/ΔBG)2)) 

(linia gaussowska) 

YL = ((–2)AL(B – BrL))/(ΔB2L((1 + (((B – BrL)/ΔBL))2))2)     

(linia lorentzowska)  

W dopasowaniach kształtu linii eksperymentalnej 

uwzględniono pojedynczą linię o kształcie gaussow-

skim (G), pojedynczą linię o kształcie lorentzowskim 

(L), linie dwuskładnikowe będące sumą dwóch funkcji 

Gaussa (G+G) i dwóch funkcji Lorentza (L+L) oraz li-

nie będące sumą funkcji Gaussa i Lorentza (G+L) [55]. 

Nie uzyskano zadowalającego przybliżenia linii do-

świadczalnej DOPA-melaniny za pomocą pojedynczej 

linii o kształcie gaussowskim lub lorentzowskim, co 

wskazuje, że nie tylko jeden rodzaj centrów parama-

gnetycznych występuje w DOPA-melaninie. Widma 

EPR DOPA-melaniny przybliżono najlepiej linią sta-

nowiącą superpozycję dwóch linii, o kształcie gaus-

sowskim i lorentzowskim (G+L). Wynik przeprowa-

dzonych analiz kształtu widma EPR wskazuje, iż 

w DOPA-melaninie poza o-semichinonowymi wol-

nymi rodnikami występują także inne centra parama-

gnetyczne [55].  

Paulin i wsp. [63] wykonali analizy kształtu widm EPR, 

których celem było zbadanie natury centrów parama-

gnetycznych w melaninach. Dopasowanie krzywych 

teoretycznych do widm eksperymentalnych różnych 

melanin w postaci zawiesin w środowisku kwaśnym 

(pH = 1,6), obojętnym (pH = 6,9) i zasadowym  

(pH = 12,3) wykazało występowanie w tych polime- 

rach trzech różnych rodzajów centrów paramagnetycz-

nych. Przeprowadzone przez autorów symulacje kom-

puterowe wskazały, że eksperymentalne widma EPR 

testowanych zawiesin melanin można przybliżyć najle-

piej za pomocą krzywej wieloskładnikowej będącej  

superpozycją trzech linii różniących się wartością 

współczynnika rozszczepienia spektroskopowego g 

i wartością szerokości linii ΔBpp. Uzyskano następu-

jące parametry linii składowych widma EPR badanych 

melanin: g1 = 2,0038 i ΔBpp1 = 0,380 mT (linia 1),  

g2 = 2,0026 i ΔBpp2 = 0,396 mT (linia 2) oraz  

g3 = 2,0049 i ΔBpp3 = 0,350 mT (linia 3). Dwa pierwsze 

sygnały (linia 1 i linia 2) przypisano centrom parama-

gnetycznym, które powstały podczas syntezy melaniny 

przy udziale defektów azotowych N w mieszaninie, na-

tomiast sygnał trzeci (linia 3) pochodzi od o-semichi-

nonowych wolnych rodników. Autorzy sugerowali, że 

centra paramagnetyczne odpowiedzialne za linię 1 i li-

nię 2 pochodzą prawdopodobnie od defektów azoto-

wych związanych z różnymi formami redoks monome-

rów melaninowych. Analizy numeryczne przeprowa-

dzone przez autorów potwierdziły występowanie kilku 

składowych w widmach EPR melanin, za które odpo-

wiadają centra paramagnetyczne o różnym współczyn-

niku rozszczepienia spektroskopowego g.  

Złożony układ wolnorodnikowy zasygnalizowano dla 

melaniny z Sepia officinalis [58]. Stwierdzono zmianę 

parametrów kształtu A1-A2 i B1-B2 widma EPR reje-

strowanych w temperaturze pokojowej dla tej melaniny 

ze wzrostem mocy mikrofalowej. Na podstawie zależ-

ności parametrów kształtu A1-A2, A1-A2, B1/B2 i B1-B2 

widm EPR od mocy mikrofalowej dla pomiarów wy-

konanych w temperaturach 125 K i 275 K wykazano 

obecność więcej niż jednego rodzaju centrów parama-

gnetycznych w melaninie wyizolowanej ze szczepu 

czarnego Drosophila melanogaster [64]. Sugerowano 

występowanie w melaninie ze szczepu czarnego  

Drosophila melanogaster o-semichinonowych wol-

nych rodników (S = 1/2) i stanów trypletowych  

(S = 1).  

Wieloskładnikowe widma EPR zarejestrowano także 

dla modelowej neuromelaniny [62]. Złożony układ 

wolnorodnikowy składający się z o-semichinonowych 

wolnych rodników i wolnych rodników z niesparowa-

nym elektronem zlokalizowanym na atomie azotu wy-

kazano w przypadku melaniny uzyskanej w procesie 

autooksydacji noradrenaliny. Poprzez numeryczne ana-

lizy kształtu widm wykazano, że widma EPR melaniny 

z noradrenaliny stanowią superpozycję dwóch linii 

składowych o kształcie opisanym funkcją Gaussa  

i Lorentza różniących się szerokością (ΔBpp) oraz war-

tością współczynnika rozszczepienia spektroskopo-

wego g. W widmach EPR melaniny z noradrenaliny 

występuje szeroka linia gaussowska o szerokości  

0,81 mT oraz wąska linia lorentzowska o szerokości 

0,45 mT. Wartość współczynnika rozszczepienia spek-

troskopowego g typową dla o-semichinonowych wol-

nych rodników wynoszącą 2,0040 uzyskano dla wą-

skiej linii składowej, a wartość współczynnika g wyno-
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szącą 2,0030 uzyskano dla wolnych rodników azoto-

wych odpowiedzialnych za linię szeroką. W przypadku 

melaniny uzyskanej z adrenaliny i dopaminy widma 

EPR nie wykazywały struktury wieloskładnikowej i za-

rejestrowano dla nich pojedyncze linie EPR pocho-

dzące od o-semichinonowych wolnych rodników.  

Birodniki w melaninie 

Analizy spektroskopowe widm EPR melanin w szero-

kim zakresie temperatury pomiaru, od niskich tempera-

tur (10 K) do temperatury pokojowej (300 K), przyczy-

niły się do odkrycia w melaninach centrów paramagne-

tycznych nie podlegających prawu Curie – birodników 

[43,44,45,46]. Zależności intensywności integralnej (I) 

linii EPR melanin od temperatury pomiaru (T) w zakre-

sie 10–300 K wykazały wyraźnie odstępstwa od prawa 

Curie. Intensywność integralna (I) birodników – cen-

trów paramagnetycznych o spinie S = 1 – zmienia się 

ze wzrostem temperatury według funkcji o następującej 

postaci matematycznej [26,43,45]: 

IT = C + B/[exp(J/kT) + 3] 

gdzie: I – intensywność integralna linii EPR, T – tem-

peratura pomiaru, C i B – stałe, J – energia wzbudzenia 

singlet (S = 0) – tryplet (S = 1), k – stała Boltzmanna. 

Obecność birodników stwierdzono w przypadku 

DOPA-melaniny [43,44,45,46], kompleksów DOPA- 

-melaniny z kanamycyną, kanamycyną i paramagne-

tycznymi jonami Cu2+ [43,45], kompleksów DOPA- 

-melaniny z netylmycyną, netylmycyną i jonami Cu2+, 

netylmycyną i jonami Zn2+ [46] oraz melaniny ze 

szczepu czarnego Drosophila melanogaster [47]. 

 

Paramagnetyczne jony w kompleksach melaninowych 

Paramagnetyczne jony występujące w kompleksach 

melaninowych można zidentyfikować na podstawie 

położenia ich linii EPR na skali indukcji magnetycz- 

nej B. Dla paramagnetycznych jonów występujących 

w melaninie obserwowano linie EPR w polu magne-

tycznym o innych wartościach indukcji magnetycznej 

aniżeli linie EPR o-semichinonowych wolnych rodni-

ków [53,55,56,62,65]. Na przykład linie EPR jonów 

Cu2+ występują w polach o niższej indukcji magnetycz-

nej B w porównaniu z o-semichinonowymi wolnymi 

rodnikami melaniny, a wartości ich współczynnika roz-

szczepienia spektroskopowego były równe 2,1 dla 

kompleksów DOPA-melaniny z jonami Cu2+ [4,56], 

kompleksów DOPA-melaniny z kanamycyną i jonami 

Cu2+ [55] oraz dla kompleksów DOPA-melaniny z ne-

tylmycyną i jonami Cu2+ [56]. Współczynnik g o war-

tości 2,1 uzyskano także dla paramagnetycznych jonów 

Cu2+ w kompleksach z melaniną z adrenaliny, noradre-

naliny i dopaminy [62]. Linie EPR różnych paramagne-

tycznych jonów w melaninie mierzone są w polach 

o różnej indukcji magnetycznej B [53,55,56,62,65].  

Koncentracja centrów paramagnetycznych w bio-

polimerach różnego pochodzenia 

Badania metodą EPR wykazały, że melaniny charakte-

ryzuje wysoka zawartość o-semichinonowych wolnych 

rodników. Dla przykładu koncentracje wolnych rodni-

ków w wybranych melaninach (~1016–1022 spin/g) po-

dano w tabeli I. Koncentracje wolnych rodników 

w przykładowych kompleksach melanin z substan-

cjami leczniczymi i jonami metali zamieszczono w ta-

beli II.

 

Tabela I. Koncentracja wolnych rodników w wybranych melaninach 
Table I. Concentration of free radicals in selected melanins 
 

Melanina 
Koncentracja wolnych rodników 

(spin/g) 
Cytowania 

DOPA-melanina 

2,8 x 1019 

2,1 x 1019 

1,9 x 1019 

1,6 x 1019 

1,0 x 1019 

[6] 

[54] 

[53] 

[56] 

[57] 

DOPA-melanina (HCl) 1,8 x 1019 [6] 

Melanina z siatkówki oka dawców w wieku poniżej 22 lat 6,0 x 1016 [57] 

Melanina z siatkówki oka dawców w wieku powyżej 44 lat 2,7 x 1017 [57] 

Melanina z Sepia officinalis 3,2 x 1019 [58] 

Melanina z chrząszcza Alphitobius diaperinus 4,9 × 1017 [66] 

Melanina z muchy czarnej Hermetia illucens 2,6 x 1018 [67] 

Melanina z Cladosporium cladosporioides 6,0 x 1018 [68] 

Melanina z bakterii Bacillus weihenstephanensis 1,3–3,3 x 1022 [69] 

Melanina z noradrenaliny 6,4 x 1019 [62] 

Melanina z adrenaliny 2,0 x 1018 [62] 

Melanina z dopaminy 1,2 x 1019 [62] 
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Tabela II. Koncentracja wolnych rodników w wybranych kompleksach melanin z substancjami leczniczymi i jonami metali  
Table II. Concentration of free radicals in selected melanin complexes with medicinal substances and metal ions  
 

Rodzaj kompleksu melaninowego Koncentracja wolnych 
rodników (spin/g) Cytowania 

DOPA-melanina-Zn2+ (2 : 1) 11,1 x 1019 [6] 
DOPA-melanina-Zn2+ (1 : 1) 12,5 x 1019 [6] 
DOPA-melanina-Zn2+ (1 : 2) 16,2 x 1019 [6] 
DOPA-melanina-Zn2+ (Zn 1 x 10-3 M) 3,9 x 1019 [53] 
Dopamina-melanina-Cu2+ (2 : 1) 0,1 x 1019 [62] 
Dopamina-melanina-Cu2+ (1 : 1) 2,6 x 1019 [62] 
Dopamina-melanina-Cu2+ (1 : 2) 4,2 x 1019 [62] 
Adrenalina-melanina-Cu2+ (2 : 1) 3,0 x 1019 [62] 
Adrenalina-melanina-Cu2+ (1 : 1) 1,6 x 1019 [62] 
Adrenalina-melanina-Cu2+ (1 : 2) 1,8 x 1019 [62] 
Noradrenalina-melanina-Cu2+ (2 : 1) 0,2 x 1019 [62] 
Noradrenalina-melanina-Cu2+ (1 : 1) 0,6 x 1019 [62] 
Noradrenalina-melanina-Cu2+ (1 : 2) 2,9 x 1019 [62] 
DOPA-melanina-Co2+ 9 x 1018 [53] 
DOPA-melanina-chlorochina(chlorochina 1 x 10-3 M)   

dla próbki w próżni 3,6 x 1019 [53] 
dla próbki w powietrzu 0,6 x 1019 [53] 

DOPA-melanina-gentamycyna (gentamycyna 1 x 10-3 M) 2,5 x 1019 [54] 
DOPA-melanina-kanamycyna (kanamycyna 1 x 10-3 M) 1,5 x 1019 [55] 
DOPA-melanina-netylmycyna (netylmycyna 1 x 10-3 M) 1,8 x 1019 [56] 
DOPA-melanina-moksyfloksacyna (moksyfloksacyna 1 x 10-3 M) 8,9 x 1019 [70] 
Melanina z Cladosporium cladosporioides-Cd2+ (Cd2+ 1 x 10-4 M) 1,6 x 1019 [71] 
Melanina z Cladosporium cladosporioides-Zn2+ (Zn2+ 1 x 10-3 M) 9,3 x 1018 [68] 
Melanina z Cladosporium cladosporioides-Cu2+ (Cu2+ 1 x 10-3 M) 2,2 x 1018 [68] 
Melanina z ludzkich komórek czerniaka (A-375) hodowanych w obecności kwasu walproinowego 5,1 x 1021 [72] 
Melanina z ludzkich komórek czerniaka (G-361) hodowanych w obecności kwasu walproinowego 2,0 x 1020 [72] 

Koncentracja wolnych rodników w melaninie zależy od 

rodzaju melaniny [6,53,54,56,57,58,62,66,67,68,69] 

oraz od ligandów, substancji leczniczych i jonów me-

tali, związanych z melaniną [6,53,54,55,56,62,68,70, 

71,72,73].  

PODSUMOWANIE  

Spektroskopia EPR w badaniach jakościowych synte-

tycznych i naturalnych melanin jest stosowana do wy-

znaczenia rodzajów centrów paramagnetycznych wy-

stępujących w tych polimerach. Analizy jakościowe 

wykonuje się z wykorzystaniem współczynnika roz-

szczepiania spektroskopowego g, dekonwolucji widm 

EPR na linie składowe odpowiadające poszczególnym 

centrom paramagnetycznym, parametrów asymetrii 

linii, wpływu mocy mikrofalowej na kształt widma 

EPR oraz wpływu temperatury pomiaru na intensyw-

ności integralne linii.  

W badaniach ilościowych melanin z wykorzystaniem 

metody EPR porównywane są widma testowanych po-

limerów z widmami paramagnetycznych wzorców. 

Spektroskopowe badania ilościowe umożliwiają wy-

znaczenie wpływu substancji leczniczych i jonów me-

tali na koncentrację centrów paramagnetycznych mela-

nin. 
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