
Measurement techniques for bioinformatics,
module IV: NMR spectroscopy

Hannu Maaheimo

Viikki 12. ­ 23.3.2007

VTT TECHNICAL RESEARCH CENTRE OF FINLAND



NMR?

• eN yMmäRrä?
• Nyt Meni Rahat?
• No Meaningful Results?
• No Money for Research?

• Novel Multipurpose and
Riskless?
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NMR =
Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy

Ydinmagneettinen resonanssi­
spektroskopia

(MRI = Magnetic Resonance
Imaging)
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Examples of (biological) applications of NMR spectroscopy

• Determination of molecular structure
• Determination of molecular mobility and/or diffusion
• Determination of 3D structure of macromolecules, e.g. protein and nucleic

acids
• Analysis of intermolecular binding and binding conformations of ligands like

pharmaceuticals
• Determination of binding kinetics
• Metabolomics and identification of physiological states, e.g. diseases
• Real time follow up of chemical reactions (e.g. enzyme reactions)
• In vivo measurement of metabolite concentrations
• Determination of intra­cellular and compartmental pH of living cells
• Determination of energy state of living cells
• Real time in vivo analysis of diffusion over biological membranes
• In vivo NMR of living organisms like human beings
• Magnetic resonance imaging
• etc.
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399673 Measurement techniques for bioinformatics (6 cr),
module IV: NMR spectroscopy

Computer practicals (Room CK110, Exactum, Department of Computer
Science, University of Helsinki)

• Lectures and practicals: Computer software for prosessing and
analysing NMR spectra

Wed 21.3. 8­12

Lecture and laboratory practicals (NMR laboratory, Biocenter 3, Viikki)
• Lectures: Solving protein sructures by NMR, Metabolomics by NMR
• Laboratory practicals: Working with spectrometer software,

Interpretation of 2D NMR spectra

Mon 19.3. 9­12

Lecture and laboratory practicals (NMR laboratory, Biocenter 3, Viikki)
• Lectures: Interpretation of 1D NMR spectra, Different parameters

measurable by NMR, Introduction to 2D NMR
• Laboratory practicals: Setting up and acquiring 2D NMR spectra

Wed 14.3. 8­12

Lecture and laboratory practicals (NMR laboratory, Biocenter 3, Viikki)
• Lectures: Introduction to NMR spectroscopy, Basics of 1D NMR
• Laboratory practicals: Setting up and acquiring 1D 1H spectra

Mon 12.3. 9­12
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"like a small compass needle"
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∆E = hγB0/2π

ν = γB0/2π

∆E = hν
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γ = magnetogyric ratio,
a measure for the strength
of the nuclear magnet



1H and 13C resonance frequences at different
magnetic flux densities
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Very strong magnetic fields…
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Properies of some nuclides of importance in NMR spectroscopy
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Chemical shift

• The nuclei have different resonance frequences
depending on their chemical environment

• The electrons around the nucleus slightly modify the
magnetic field the nucleus experiences
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• chemical shift
– place of the signal
– local magnetic filed of the nucleus determined by

shielding by the electrones (= chemical structure)
– given as relative value in ppm ­ independent on

external field strength

δsample [ppm] =
sample ­ vreference [Hz]

vreference [MHz]
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Methods to record an NMR spectrum

• continuous wave (CD)
– sweep the frequency (or magnetic field) and record the spectrum
– slow
– only basic 1D spectra
– prevaling method until late 1960's

• pulsed NMR
– very short ( s) radio frequency (rf) pulses to exite and

manipulate the spin states of the nuclei
– fast, sensitive (data accumulation)
– endless possibilities for designing experiments
– the shorter the pulse, the broader range of rf present (and vice

versa)
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Basic operation of an NMR spectrometer
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Precession of nuclear dipoles with spin I = 1/2
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­ Larmour frequency



Precession of nuclear dipoles with spin I = 1/2
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Macroscopic magnetisation
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Vector model of macroscopic of pulsed NMR
experiments
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180° pulse
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270° pulse
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360° pulse
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Origin of the NMR signal

Free induction decay
FID

Quadrature detection:
­ two phase sensitive detectors
­ makes it possible to distinquish
between frequencies that are above
and below the reference frequency
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Figures from http://www.cis.rit.edu/htbooks/nmr/inside.htm
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Fourier transformation
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OO Mittapää

Magneetti

Magneetin konsoli

Konsolitietokone

Työasema
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Console
­ acquisition computer
­ radio frequency generators
­ radio transmitters and receivers
­ power supplies
­ etc.

Superconducting
magnet

Probe
­ different probes for
different nuclei
­ cold probes

Magnet console

Workstation
­ user interface
­ data storage
­ data processing





Sample preparation
• (pre­deuterate)
• dissolve in deuterated solvent (may need time)

– D2O is very hygroscopic!

• add chemical shift reference
– TMS, TSP, acetone, phosphoric acid, ...
– typically few  l

• if any particles (or dust... ), filtter
– moving particles problem, particles sticking to the walls or

precipitate in bottom not necessarily

• if desired, remove dissolved oxygen
• check that the NMR tube is clean and unbroken
• transfer to NMR tube
• wipe the tube from outside
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Setting up an NMR experiment
• Prepare the sample
• Set the sample temperature
• Insert the sample to the magnet
• WAIT for the sample temperature to settle (might take up to 30 min)
• Tune the probe
• Lock the spectrometer, adjust lock power, gain and phase
• Set the parameters for shimming and for the real experiment (e.g. load a

previous parameter set)
– Acquisition time (number of points)
– Pulse width (may need to be calibrated, see below)
– Receiver gain
– Number of transients (scans, repetitions,… )
– Number of steady state (dummy) pulses

• Shim the sample, i.e. adjust the field homogenity
• Calibrate the pulses, if desired
• Start the experiment
• Wait and see the result of the first transients
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Calibration of the 90º pulse width

• Try different pulse widths to find out where the signal changes sign
= 180º pulse

• 90º = 180
• "array" command in Varian software (Vnmr)
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VTT BIOTECHNOLOGY

Very strong magnetic fields!!!

• no entrance for persons with pace makers or
metallic implants

• no metallic objects/tools
• no watches
• no banking/credit cards
• no electronic devises (e.g. mobile phones,

calculators, computers...)

You are NOT ALLOWED to open the door to
the NMR lab to ANYBODY you don't know!!


