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 Lack of resolution                 Fourier Transform Analysis 

 Slow motional EPR spectra can no longer be described as a superposition of 

Lorentzian lines and are affected in a complicated way by both the molecular 

motion and magnetic spin interaction            SLE (Stochastic Liouville 

Equation)  

 Direct inclusion of superhyperfine interaction terms leads to negative 

consequences for numerical stability and processing speed             Convolution 

theorem application 

 Difficulties in minimising a function in a multidimensional space (two 

frequencies) when the parameter space is very large             Simulated 

annealing procedure plus other minimization methods 
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I  Fourier Transform Analysis: 

 Gly-His versus His-Gly  

 ternary complex with Phenantroline and Oxidised 

Glutathione 

 complex of Melanostatin 
  

II  Convolution Theorem in Slow Motion Spectra: 

 Gly-His   

 Bleomycin 
 

III  Global Versus Local Minimization Procedures  
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Cu-Phen-GSSG System 
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In many cases we are not able to discriminate between the two 

coordinations (3N versus 4N) or (2N versus 3N) by looking at the 

intensities of the second and third lines compared to that of the centre.  

 

The problem can be solved by means of a procedure based on FT 

analysis of EPR spectra. Although this procedure does not give us 

any direct information about the absolute number of nitrogens 

coordinating copper, it is straightforward in telling us 

unambiguously if the number of nitrogens involved is even or odd. 
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Applying the convolution theorem, and assuming that the 

coupling constants of the nitrogen are the same, the Fourier 

transform of an EPR spectrum of copper bound to n atoms 

of 14N, approximated as above, can be written: 

 

e2ispf(p)   [cos(3Acup) + cos(Acup)]    [1+2cos(2 ANp)]n 

 

For the steps that follow, it is useful to consider the Fourier 

transform of the overall spectrum as the product of the 

Fourier transforms of the copper spectrum and of the 

pattern function of the nitrogens. 
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All EPR spectra of samples for which the expression: 

 

   H = gHSz +   
 

is a good approximation of the spin Hamiltonian have a series 

of properties that make it quite simple to obtain an analytical 

expression for their Fourier transform. These spectra can be 

regarded as convolutions of: 
 

1) a line pattern function for each hyperfine interaction, that 

takes line position into account; 

2) a lineshape function (in our case assumed to be Lorentzian); 

3) a function that centres the whole pattern at the central field 

value of the spectrum. 
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Complete FT of an EPR spectrum of Cu 

complex with N 



Dipartimento di Chimica  

Università degli Studi di Siena 

Caratterizzazione di specie paramagnetiche 

- 9 - 

Trend of real part of FT for two 

simulated spectra with different 

ligand coordination: a) even parity 

(2N+2N- solid line); b) odd parity 

(2N+1N - dashed line). As ligand 

nitrogen number varies, the phase of 

the region indicated is totally 

inverted. This phase provides 

univocal information on the parity 

(even or odd) of coordinated 

nitrogens. 

G.DELLA LUNGA, R.POGNI e R.BASOSI "Discrimination of Copper-Nitrogen Ligand Coordination by Fourier Analysis of EPR Spectra in 

Mobile Phase" J.Magn.Reson. , Series A 114, 174-178 (1995).  
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Dipeptides formed from amino acids containing side chains with potential donor 

centres are extremely important in biological systems. Those peptides containing 

histidine are particularly interesting because the involvement of the imidazole 

nitrogens is a crucial step in the coordination of histidine to copper to form 

stable chelate complexes in solution. The copper complexes of histidine and 

histidine-containing peptides, occurring naturally in blood plasma, can be regarded 

as models for interaction between metal ions and proteins if the proper ligand-to-

metal ion ratio is considered and physiological conditions are respected. The 

coordination behaviour of histidine-containing dipeptides (Gly-His and His-Gly) 

toward copper has received a great deal of attention. 
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Pattern taken from the section of 

the FT sensitive to N number 

parity of the room temperature 

EPR experimental spectrum (black 

line) and the corresponding 

section of the FT of the simulated 

spectrum (red line) for two 

different nitrogen ligand 

arrangements.  

A) 2N+2N (even parity) and 

B) 2N+1N (odd parity). 

 

A) 

B) 

R. BASOSI, G. DELLA LUNGA e R. POGNI "Resolution enhancement of nitrogen hyperfine patterns in the EPR spectra of Cu(II) complexes: 

FT analysis of Cu(II)(His-Gly)2" Appl. Magn. Res., 11, 437-42, (1996). 
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•These complexes play a role 

 

  in the cleavage of DNA in neoplastic cells 

  catalyse the reduction of oxygen to reactive radical species by the 

action of intracellular thiol reducing agents, such as glutathione itself. 

 

 The system has a multiplicity of potential metal-binding sites and forms 

complexes with many different stoichiometries, depending on the pH of the 

solution.   
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The stable conformation of the ternary [Cu(HL)(phen)]- complex can 

involve only one glutamyl moiety. The carboxyl groups which are not 

involved in the equatorial binding scheme are located far from the metal. 

The carboxylic groups of the ionised moieties of the hexapeptide do not 

chelate the copper atom. The co-ordination of metal by a carboxylic 

group occurs in synergy with that of an amino group to give a five-

membered stable ring, the other two lying in the plane occupied by two 

nitrogen donor atoms from the phenanthroline-ligand. 



Dipartimento di Chimica  

Università degli Studi di Siena 

Caratterizzazione di specie paramagnetiche 

- 14 - 

4 N 

3 N 

P.PIU, G. SANNA, M.A.ZORODDU, R.SEEBER, R.BASOSI and R. POGNI "Potentiometric and Spectroscopic Study of Ternary Complexes of 

Copper(II), 1,10-Phenanthroline and Oxidised Glutathione" J.Chem Soc.Dalton Trans., 1267 - 1271(1995). 
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• Melanostatin (Pro-Leu-Gly-amide) is a tripeptide neurohormone 

that is responsible for modulation of dopamine receptors. 

• It is also known as MIF, since it may also act as an inhibiting 

factor in the release of melanin-stimulating hormone. 

• There is no agreement so far on whether MIF assumes a defined 

structure in solution. 

As the presence of three or four nitrogens in the equatorial plane of the complex is a 

crucial point, discrimination between even or odd numbers of N has been achieved by 

comparing the phase-sensitive part of the Fourier transform of the experimental EPR 

spectrum with those of two simulated spectra. 

 

In the case of CuN4 system, the tetrahedral distortion of a planar CuX4 moiety markedly 

reduces A and increases g  simultaneously.  

 

A convenient index of tetrahedral distortion is f = g  /A  (cm). In this case f = 145 cm 

shows a structure with a strong tetrahedral distortion  
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N.GAGGELLI, E.GAGGELLI, G.VALENSIN, R.POGNI e R.BASOSI "ESR and NMR investigation of Structure and Dynamics of the Cu(II) 

Complex of Melanostatin in DMSO Solution" Inorg.Chim.Acta, 274-278 (1998).  

4 N 

3 N 
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Solution of SLE requires numerically stable and computationally efficient 

algorithms. 

 

 

 

 

The main limitation is that direct inclusion of superhyperfine interaction terms 

in the algorithm is problematic because it leads to substantial increase in the 

size of the matrix associated with operator to the detriment of numerical 

stability and processing speed. 

This for a long time precluded the possibility of studying systems of large MW 

and real biological interest. 
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Successful solution of this problem is: 

 

1) Simulated EPR spectrum of copper without nitrogens 

using Lanczos algorithm obtaining the solution of the SLE. 

 

2) Perform a convolution between the obtained spectrum 

and the stick diagram of nitrogen under desired conditions 

assuming that hyperfine couplings of nitrogens are (reasonably) 

isotropic. 

 

3) Perform the reverse FT giving the desired result. 
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Equazione Stocastica di Liouville 

Stick Diagram 
Spettro di Cu senza Azoti 

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2800 2900 3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600

FT Convoluzione FT 

Spettro di Cu con Azoti 

RFT 

Il Programma CoSMoS 1.0 
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60 
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330 

S  band                         X  band            tc  

                                                                                                                                         ( ps)  

R.POGNI, G.DELLA LUNGA e R. 

BASOSI "Multi-Microwave 

Frequency ESR in Structural 

Characterization of Copper(II) 

Dipeptide Complexes" J. Am. 

Chem. Soc., vol.115, n.4, 1546-

1550, (1993) 

 

G. DELLA LUNGA, R.POGNI e 

R.BASOSI "Computer simulation 

of EPR Spectra in the Slow-

Motion Region for Copper 

Complexes with Nitrogen Ligands 

" J.Phys.Chem., vol. 98, 3937-

3942, (1994). 
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•The glycopeptide bleomycin (BLM) is isolated as a copper complex  

from Streptomyces verticillus. Both three ligand and copper 

complexes are suitable anti-tumor agents in animals. The metal-free 

drug is less toxic and is the clinically used form.  

•Studies on the biological activity of Blm indicate that the metal-

free Blm is activated through its binding of available metal ions 

(Cu(II), Fe(II)). 

•The X-ray structure determination of a biosynthetic intermediate of 

BLM shows cupric ion bound to five nitrogen atoms which 

complete the square pyramidal coordination. 
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Structure of bleomycin  

and proposed structure of cupric bleomycin complex 

 

Cu 
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S  band 

X  band 

W.E.ANTHOLINE, G.RIEDY, J.S.HYDE, R.BASOSI e D.H.PETERING "ESR parameters for 

cupric bleomycin in the mobilized state". J.Biomol.Struct. and Dynamics, 2(2), 469 (1984).  
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Experimental 

Simulation 
(obtained with slow motion 

programs before the 

convolution procedure) 
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Experimental 

Simulation 
(obtained with slow motion 

programs with pattern function 

convolution of 4-N equivalents) 



Dipartimento di Chimica  

Università degli Studi di Siena 

Caratterizzazione di specie paramagnetiche 

- 26 - 

tR=351ps 

tR=1060 ps 

tR=2170 ps 
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 Procedure di best fit  
Simplesso - Simulated Annealing - l’algoritmo  di Levenberg-Marquardt 
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Procedure di best fit 

 Il problema da affrontare ogni qualvolta risulti necessario migliorare il fitting tra due 

funzioni non note in forma analitica è quello di trovare il valore di x per il quale 

una funzione F(x) assume valore minimo su un determinato dominio.  

 

  Il problema parte dalle seguenti ipotesi: 

 Si assume che la funzione F(x) non sia, in generale, nota sotto forma di 

espressione analitica ma solo specificata sotto forma di vettore di punti yi 

corrispondenti ad altrettanti valori della variabile indipendente xi 

 I valori permessi per la/e variabile/i x possono essere ristretti ad un dominio 

limitato, nel qual caso si parla di minimizzazione vincolata  

 In alcuni casi sono disponibili informazioni ulteriori circa la funzione F(x), come il 

valore numerico della sua derivata prima  nei vari punti x.  

 La funzione in generale viene valutata iterativamente in diversi punti x fino a 

quando non si raggiunge un valore minimo. 
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Procedure di best fit 

 Il problema principale dei metodi di best fit automatico consiste nel fatto che essi si limitano a trovare ei 

minimi relativi della funzione e non il minimo assoluto (qualora esista).  

 In generale non si può dimostrare che esistano algoritmi migliori di altri per tutti i tipi di funzioni in quanto la 

funzione che viene minimizzata tramite una qualsiasi procedura non è nota analiticamente e quindi non è 

noto il numero di minimi che possiede.  

 Da un punto di vista computazionale possiamo distinguere tra algoritmi che richiedono solo valutazioni della 

funzione e algoritmi che richiedono anche la valutazione della derivate della funzione rispetto ai parametri da 

ottimizzare. 
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Procedure di best fit 

 Il metodo del simplesso  

 

 È uno dei metodi più robusti per la minimizzazione di una funzione a molte variabili.  

 Esso non richiede la conoscenza delle derivate della funzione e non necessita di particolari assunzioni sul tipo di minimizzazione.  

 Come aspetto negativo va tuttavia sottolineato che tale metodo può essere lento in un intorno sufficientemente piccolo del minimo.  

 

 Il simplex è la figura geometrica che, in un generico spazio a N dimensioni, consiste d N+1 punti (o vertici) e di tutti i segmenti che connettono 

questi punti.  

 In due dimensioni il simplex è semplicemente un triangolo in tre dimensioni è un tetraedo. 
 

 L'algoritmo di minimizzazione prende questo nome perché ad ogni passo l'informazione che esso sfrutta sulla funzione da minimizzare consiste 

nell'insieme di valori che la funzione stessa assume in N+1 punti essendo N il numero di parametri da variare. 

 I punti di partenza del simplex possono essere scelti in modo qualunque (anche a caso!!) sebbene per una migliore efficienza si cerchi sempre di 

sceglierli in un intervallo opportuno dello spazio dei parametri da variare.  
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 Il metodo del Simulated Annealing (SA) 

 
 È una metodologia di ricerca altamente adatta per qualunque problema di ottimizzazione non convessa, e fonda le 

sue basi nella meccanica statistica.  

 

 È stata sviluppata da Metropolis et al. nel 1953 per simulare il comportamento di un insieme di atomi in equilibrio 
termico ad una particolare temperatura 

 

 Il Simulated Annealing è nato come metodo di simulazione della tempra (annealing) dei solidi. 

 

 L’annealing è il processo con il quale un solido, portato allo stato fluido, mediante riscaldamento ad alte temperature, viene riportato 
poi di nuovo allo stato solido o cristallino, a temperature basse, controllando e riducendo gradualmente la temperatura.  

 Ad alte temperature, gli atomi nel sistema si trovano in uno stato altamente disordinato e quindi l’energia del sistema è elevata.  

 Per portare tali atomi in una configurazione cristallina altamente ordinata (statisticamente), deve essere abbassata la temperatura del 
sistema.  

 Riduzioni veloci della temperatura possono causare difettosità nel reticolo cristallino con conseguente metastabilità, con fessurazioni 
e fratture del reticolo stesso (stress termico).  

 L’annealing evita questo fenomeno procedendo ad un graduale raffreddamento del sistema, portandolo ad una struttura globalmente 
ottima stabile 

Procedure di best fit 
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 Il metodo di Levenberg-Marquardt 

 

 Questo metodo necessita del calcolo delle derivate per trovare il minimo della 

funzione da minimizzare per cui risulterà essere  

 

 più lento rispetto ai metodi descritti precedentemente  

 

 ma molto più preciso nella zona intorno al minimo. 

 

 

 

  

 

Procedure di best fit 
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 I metodi di “best fit” automatico si limitano a trovare dei minimi relativi della funzione e non dei minimi assoluti.  

 Tale problema deve essere superato se si vuole estrarre informazioni corrette dagli spettri sperimentali.  A tal fine è 

necessario mettere a punto procedure che permettano di individuare se il minimo ottenuto è assoluto oppure no.  

 

 Un approccio computazionale è la combinazione dei metodi dei best fit per la ricerca globale (simplesso e Simulated Annealing) e locale 

(Levenberg-Marquardt) 

 Un approccio sperimentale  è la l’analisi a multifrequenza che permette di ottenere un set univoco di parametri magnetici che simula gli 

spettri sperimentali registrati a diverse frequenze. 

 

 

 

0eHgβhΔE  

Procedure di best fit 
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 The use of Simulated Annealing greatly improves the efficiency of 

automatic best fit procedure as we can see from the previous picture which 

shows the distribution of the mean square error for 250 iterations.  

 

 When only the Simplex procedure was used, two principal peaks were 

obtained the second of which was a secondary minimum.  

 

 When the combined method (Simulated Annealing in sequence with 

Simplex and Levenberg-Marquardt) was used, there was an increase in 

precision, and secondary minima were eliminated. 
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G. DELLA LUNGA, R. POGNI e R. BASOSI “ Global versus 

local minimization procedures for the determination of spin 

hamiltonian parameters from EPR spectra” Mol. Phys. 95,n. 

6,1275 (1998).  
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Analisi errore 
 Per ottenere una buona stima dell’errore relativo ai parametri magnetici e dinamici ottenuti tramite delle procedure di simulazione è stato 

utilizzato il metodo dei minimi quadrati.  

 

 2 è il parametro che stima la “bontà” del fit 







N

i i

ii TE

N 1
2

2
2 )(1




 dove N  è il numero di punti dello spettro ESR registrato (N = 1024) e Ei , Ti sono, rispettivamente, le intensità dello spettro sperimentale 

e dello spettro simulato, e        è l’errore sperimentale.  

 

 Per errore sperimentale si intende il rumore della linea di base ed è posto uguale per ogni punto i dello spettro.  

 

 Il “simulation error”, D, relativo al miglior valore del parametro fittato è dato dagli elementi diagonali dell’inversa della matrice di 

varianza-covarianza 

 

 

 

 dove xi è lo i –esimo parametro fittato e C è la matrice data da: 

 dove A è la matrice delle derivate parziali dello spettro simulato rispetto al parametro fittato (xi) e W  è la matrice diagonale i cui elementi 

sono Wi i = 1/ si2, dove s2 è l’errore sperimentale.   
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 Procedure computazionali per la 
simulazione e l’analisi degli spettri ESR 
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Anisotropic effects 
Axx = 09, Ayy = 09, Azz = 18
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