
Hydrolyse von Essigsäureanhydrid in schwerem 
Wasser (D2O): picoSpin 45 oder picoSpin 80

Einführung
Bei einer Hydrolysereaktion wird eine chemische Bindung durch die Zugabe von Wasser 
aufgebrochen. Eine Hydrolyse wird normalerweise in der Gegenwart eines Salzes oder einer 
schwachen Säure oder Base durchgeführt. Wasser dissoziiert in Hydroxylionen (-OH) und 
Hydroniumionen (H3O+) und agiert sowohl als Nucleophilenquelle als auch als 
katalysierende Säure. Wasser ist jedoch auch eine schwache Säure und die Hydrolyse läuft in 
Wasser in den meisten Fällen zu langsam ab, um die Reaktion ohne Zugabe einer starken 
Säure am Laufen zu halten. Die Hydrolyse von Anhydriden läuft jedoch in der Gegenwart 
von Wasser häufig spontan ab; schon leichtes Erhitzen des Reaktionsgemisches reicht.

Die Hydrolyse von Essigsäureanhydrid (Ac2O) zu Essigsäure (AcOH) soll hier als Modell für 
die Hydrolysereaktion dienen. Die Hydrolyse von Essigsäureanhydrid läuft in der Gegenwart 
von Wasser, Alkohol und katalysierender Säure, in diesem Fall Wasser, schnell ab. Wir können 
diese Reaktion mit Hilfe eines modifizierten Protokolls zur In-situ-Reaktionsüberwachung 
mittels NMR verfolgen. Dazu wird ein einzelnes Aliquot des Reaktionsgemisches in die 
HF-Spule des NMR-Spektrometers injiziert. Für die In-situ-Reaktionsüberwachung mittels 
NMR gibt es mehrere Voraussetzungen: 

• Reaktanten und Produkte müssen über den gesamten Verlauf der Reaktion löslich sein. 
• Sich ändernde Signale müssen auflösbar sein. 
• Die Reaktionsgeschwindigkeit muss langsamer sein als die Zeitskala des NMR-Versuchs.

Neben der Anwendung zur Aufklärung statischer Molekülstrukturen werden viele 
NMR-Versuche mit dem Ziel durchgeführt, das Wachstum und die Entwicklung von 
Resonanzsignalen zu verfolgen, die dynamischen Änderungen ausgesetzt sind. Ein Beispiel 
eines zeitabhängigen Prozesses ist eine chemische Reaktion. Resonanzsignale verändern 
während einer Reaktion ihre Position, verschmelzen und ihre Intensität nimmt zu und wieder 
ab. Für die Verfolgung und Extraktion chemisch relevanter Informationen mittels NMR muss 
die Zeitskala des dynamischen Prozesses langsamer sein als die so genannte NMR-Zeitskala. 
Die NMR-Zeitskala geht auf die Unschärferelation zurück, nach der die Breite einer 
Resonanz Δν an einer gegebenen Frequenz als eine deutliche scharfe Linie messbar ist, wenn 
die Lebensdauer 1/t des Zustands lang ist. 
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Hydrolyse von Essigsäureanhydrid in schwerem Wasser (D2O): picoSpin 45 oder picoSpin 80
Zielsetzung
Mit zunehmend kürzerer Lebensdauer der Resonanz verbreitert sich das Signal. Dieser 
Vorgang wird als Lebensdauerverbreiterung bezeichnet. Lebensdauerverbreiterung lässt sich 
gut in den breiten Resonanzen von labilen Protonen beobachten, die einem schnellen 
Austausch unterliegen, wie z. B. in Alkoholen. Die minimale Zeitskala, die für die Mittelung 
zweier dicht beieinander liegender Resonanzen benötigt wird, entspricht dem Reziprok des 
Linienunterschieds. Ist diese Bedingung nicht gegeben, verschmelzen die Signale.

Zielsetzung
In diesem Versuch sollen die Änderungen verfolgt werden, die im Verlauf einer einfachen 
Reaktion auftreten: der Hydrolyse von Essigsäureanhydrid mit schwerem Wasser (D2O). 
Dazu wird ein modifiziertes Verfahren der In-situ-Reaktionsüberwachung eingesetzt. 
Außerdem soll ein ansonsten großes Protonensignal im NMR-Spektrum, das vom H2O des 
Reaktanten bzw. Lösungsmittels stammt, mittels Isotopensubstitution unterdrückt werden. 
Durch die Isotopensubstitution wird die Potentialenergiefläche entlang der 
Reaktionskoordinate zwar nicht verändert, aber die Reaktionsgeschwindigkeit wird durch die 
Änderung der Aktivierungsenthalpie beeinflusst.

Bei der Hydrolyse in Wasser wird Essigsäureanhydrid in Essigsäure, eine Carbonsäure, 
umgewandelt. Essigsäure ist eine schwache Säure, die zum Teil in Hydronium- und 
Acetationen dissoziiert. Wir können die Reaktion mittels NMR verfolgen, indem wir die 
relativen Größen der Acetylresonanz des Reaktanten Essigsäureanhydrid überwachen, 
während dieser umgesetzt wird. Gleichzeitig wird das Wachstum des Acetylsignals vom 
Produkt Essigsäure gemessen. Beide Acetylsignale haben zwar ähnliche chemische 
Verschiebungen (2,26 und 2,10 ppm), sie lassen sich mit Thermo Scientific™ picoSpin™ 45 
oder Thermo Scientific™ picoSpin™ 80 1H-NMR-Spektrometern jedoch einfach auflösen. Im 
Rahmen dieses Versuchs werden wir die Grundlagen der Überwachung einer chemischen 
Reaktion lernen, die in der HF-Spule des NMR-Spektrometers abläuft. Diese 
In-situ-Methode kann auf andere Reaktionen in flüssiger Phase angewendet werden.
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Pulssequenz
Pulssequenz
In diesem Versuch verwenden wir einen einzelnen 90°-Standardpuls. Die Relaxationszeit wird 
so eingestellt, um die Datenaufnahme eines FID im gewünschten Zeitintervall zu 
ermöglichen.

Versuchsablauf und Datenaufnahme
Dauer: 45 Minuten
Probe: 2 % (v/v) Essigsäureanhydrid in Deuteriumoxid (D2O)
Schwierigkeitsgrad: Einfach

Geräte/Materialien:

Reaktion

Sequenz: d1-[0°-aq-d1]ns
0°: Anregungswinkel (Flipwinkel)
FID: Free induction decay
d1: Relaxationszeit (μs) für 
Spin-Gitter-Relaxation
p1: Impulslänge des HF-Senders (μs)
aq: Aufnahmedauer (ms)
ns: Anzahl der Messungen (einzelne 
FIDs)

• picoSpin 45 oder picoSpin 80 • Mnova™ NMR Processing Suite

• Essigsäureanhydrid (C4H6O3) • picoSpin-Zubehörsatz

• Deuteriumoxid • Ablaufschlaucheinheit

• 1-ml-Fläschchen mit PTFE Kappe • Spritzenportadapter

• 1-ml-Polypropylenspritzen • Portstopfen

• 22-G-Dispensiernadeln mit stumpfer Spitze

Essigsäureanhydrid Essigsäure-d
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Versuchsablauf
Mechanismus

Physikalische Daten

Versuchsablauf
Die Analyse von Proben läuft auf einem pioSpin NMR-Spektrometer im Allgemeinen wie 
folgt ab:

Shimmen

Vergewissern Sie sich vor Beginn der Reaktion, dass das NMR-Spektrometer geshimmt und 
für die Proben bereit ist.

Vorbereitung vor der Reaktion

1. Treiben Sie die Shimflüssigkeit aus der picoSpin-Kapillarkartusche mit Luft heraus.

2. Spülen Sie die Kartusche mit 0,1 ml Chloroform-d oder Aceton-d6 und treiben Sie das 
Lösungsmittel dann mit einem Luftstoß heraus. 

Substanz FM (g/mol) Menge Smp (°C) Sdp Dichte (g/ml)

Essigsäureanhydrid 102,09 10 μl 73,1 139,8 1,08

Deuteriumoxid (D2O) 130,19 490 μl 3,8 101 1,11

Essigsäure-d 61,06 Produkt 16 118 1,05
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Versuchsablauf
3. Richten Sie das onePulse-Skript für die Parameter ein, die in der unten dargestellten 
Pulsskripttabelle aufgeführt sind.

Vorbereitung der Reaktion

1. Geben Sie 0,01 ml Essigsäureanhydrid zu 0,5 ml D2O in einem 2-ml-Fläschchen.

2. Verschließen Sie das Fläschchen und schütteln Sie es einige Sekunden lang (oder 
verwenden Sie einen Vortexmischer).

Die Reaktion setzt sofort nach dem Vermischen der Reaktanten ein. Achten Sie daher 
darauf, dass die Probe möglichst sofort nach dem Mischen injiziert wird.

Injektion

1. Ziehen Sie mit einer 1-ml-Einwegspritze aus Polypropylen, auf der eine Nadel mit 
stumpfer Spitze (22-G; 1,5 Zoll) aufgesetzt ist, ein 0,2-ml-Aliquot des 
Reaktionsgemisches auf.

2. Injizieren Sie ungefähr die Hälfte der Probe. 

Stellen Sie sicher, dass sich in der Kartusche keine Luftblasen mehr befinden, indem Sie 
die Ablaufleitung beobachten.

3. Verschließen Sie sowohl die Einlass- als auch die Auslassöffnungen mit PEEK-Stopfen.

Datenaufnahme

1. Führen Sie das onePulse-Skript unter Verwendung der Werte aus der Parametertabelle 
aus.

2. Bereiten Sie nach Beendigung des onePulse-Skripts und der Reaktion die Kartusche für 
den nächsten Anwender vor, indem Sie die Reaktionsprobe nach dem folgenden 
Protokoll aus der Kartusche heraustreiben: Luft, Lösungsmittel, Luft.

Pulsskript: onePulse

Parameter Wert

tx frequency (tx) Larmor-Frequenz für Proton (MHz)

auto tx

auto tx offset (o1 0 Hz

scans (ns) 30

pulse length (pl) gerätespezifische Impulslänge 90°

acquisition time (aq) 750 ms

rx recovery delay (r1) 500 μs

T1 recycle delay (d1) 60 s
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Verarbeitung
Verarbeitung
Die Spektren müssen nach der Datenerfassung bearbeitet werden. Laden Sie die 
JCAMP-Spektrendatei herunter und öffnen Sie diese durch Importieren nach Mnova. 
Der FID wird einer automatischen Fourier-Transformation unterzogen und es wird ein 
Spektrum angezeigt.

Verarbeiten Sie nun jedes Spektrum unter Verwendung der folgenden Einstellungen:

bandwidth (bw) 4 kHz

post-filter atten. (pfa) 10 (11)a

phase correction (ph) 0 Grad (oder belieber Wert)

exp. filter (LB) 0 Hz

max plot points 400

max time to plot 250 ms

min freq. to plot -400

max freq. to plot +800 Hz

zero filling (zf ) 8192

align-avg. data

live plot

JCAMP avg.

JCAMP ind. nicht aktiviert
a Wählen Sie die pfa-Standardwerte des Spektrometers aus.

Parameter Wert

Funktion Wert

Zero-filling (zf ) & Linear Predict (LP) 16 k

Forward predict (FP) von aq 16 k

Backward predict (BP) von -2  0

Phase Correction (PH) PH0: manuelle Einstellung

PH1:0

Apodisation

Exponential (LB) 0,6 Hz

First Point 0,5
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Verarbeitung
1. Importieren Sie jede Datei in den gleichen Arbeitsbereich von Mnova. 

In der Ansicht Pages (Seiten) in Mnova sollten 30 NMR-Spektren angezeigt werden.

2. Markieren Sie alle Spektren und verarbeiten Sie diese gleichzeitig, einschließlich einer 
Ph0-Phasenkorrektur.

3. Referenzieren Sie die Verschiebung jedes Spektrums manuell mit dem TMS-Tool von 
Mnova, indem Sie dem am weitesten rechts liegenden Signal eine chemische 
Verschiebung von 2,10 und dem Signal links daneben den Wert 2,26 zuweisen. 

Es ist wichtig, dass die Spektren richtig referenziert sind.

4. Während alle Spektren markiert sind, wählen Sie die Menüoption „/Stack/Stack Spectra“ 
(Gestaffelt/Spektren staffeln) aus oder klicken Sie auf der Symbolleiste „Stacked NMR“ 
(NMR gestaffelt) auf das Symbol „Stack spectra“ (Spektren staffeln). 

Es wird eine neue Seite mit gestaffelten Spektren angezeigt.

5. Zoom into the stacked spectra to display a chemical shift range from about -0.5 to 
6.0 ppm.

Shift reference (CS) manuelle Referenzierung

Peak Picking (pp) manuelle Auswahl der Linien

Integration (I) automatische Auswahl

Multiplet Analysis (J) -

Funktion Wert
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Verarbeitung
6. Wählen Sie „/Advanced/Data Analysis/Create/Integrals Graph“ 
(/Erweitert/Datenanalyse/Erstellen/Integraldarstellung) aus. 

Es wird das Symbol „Integration“ angezeigt.

7. Markieren Sie das Signal bei 2,26 ppm und es wird ein Diagramm der integrierten 
Peakfläche über die Zeitdaten (Zeit) eingeblendet.

a. Wählen Sie zur Integration die Region aus, in der das Ac2O-Signal enthalten ist, und 
es wird ein kleines Datendiagramm über den gestaffelten Spektren angezeigt.

b. Klicken Sie in der Datenspalte des Fensters „Data Analysis“ (Datenanalyse) auf die 
Überschrift X(I) „Model“, um die X(I)-Funktion auf I-1 zu ändern und wählen Sie 
als Einheit min aus. Klicken Sie dann auf OK.

8. Führen Sie für die Spektren erneut eine Phasenkorrektur durch und wiederholen Sie die 
Datenanalyse für die zweite Linie bei 2,26 ppm.

9. Markieren Sie das Signal bei 2,10 ppm und es wird ein Diagramm der integrierten 
Peakfläche über die Zeitdaten (Zeit) eingeblendet.

a. Wählen Sie die Option Create Integrals (Integrale erstellen) aus, indem Sie im 
Fenster „Data Analysis“ auf das Symbol oben links klicken, um eine zweite 
Integraldarstellung zu erstellen. 

b. Wählen Sie zur Integration die Region aus, in der das AcOD-Signal enthalten ist, 
und es wird ein kleines Datendiagramm über den gestaffelten Spektren angezeigt.

c. Klicken Sie in der Datenspalte des Fensters „Data Analysis“ (Datenanalyse) auf die 
Überschrift X(I) „Model“, um die X(I)-Funktion auf I-1 zu ändern und wählen Sie 
als Einheit min aus. Klicken Sie dann auf OK.

Die Diagramme können so umpositioniert werden, dass sie sich nicht überlappen. 
Um die Formatierungsoptionen anzuzeigen, doppelklicken Sie auf ein 
Datendiagramm.
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Ergebnisse
Ergebnisse
Das vorhergesagte 1H-NMR-Spektrum für äquimolare Mengen des Reaktanten 
Essigsäureanhydrid (Ac2O) und des Produkts Essigsäure-d (AcOD) ist in den Abbildungen 
Abbildung 1a und Abbildung 1b für jeweils 45 MHz und 82 MHz dargestellt. Das Spektrum 
enthält nur zwei Signale, jeweils eines von den Protonen der Acetylgruppe [-C(=O)CH3], die 
vom Reaktanten und vom Produkt stammen. Die Umwandlung von Säureanhydrid zu 
Carbonsäure führt zu einer geringen Hochfeldverschiebung des Acetylsignals, die eine bessere 
Auflösung der Signalgruppen ermöglicht.

Essigsäureanhydrid ist ein Säureanhydrid. Das 1H-NMR-Spektrum von reinem Ac2O ist 
durch eine einzelne hochfeldverschobene (d. h. zu niedrigeren Frequenzen verschobene) 
chemische Verschiebung der Protonen der Acetylgruppe charakterisiert, die bei 2,26 ppm 
positioniert ist und wegen der beiden -CH3-Gruppen, die zum Signal beitragen, einen 
Integrationswert von 6 hat. Dieses Signal erscheint im Protonenspektrum als ein Singulett, da 
keine benachbarten Protonen vorhanden sind.

Abbildung 1a 

 

Vorhergesagtes 1H-NMR-Spektrum (45 MHz) von Essigsäureanhydrid und Essigsäure-d
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Ergebnisse
Abbildung 1b

Essigsäure enthält eine Carboxylgruppe. Die 1H-NMR-Spektren reiner Carbonsäuren lassen 
sich an einer charakteristischen Tieffeldverschiebung (d h. zu höheren Frequenzen) des 
Säureprotons erkennen. Die Carbonsäureprotonen sind durch den Säurecharakter stark 
entschirmt, so dass die Signale typischerweise zwischen 11 und 2 ppm auftreten. 
Die Säureprotonen unterliegen zudem intramolekularen Wasserstoffbrückenbindungen und 
lassen sich einfach austauschen und Protonen, die sich einfach austauschen lassen, zeigen 
normalerweise schmale Signale. Die Linie verschwindet, wenn ein Tropfen D2O 
(schweres Wasser) zur Probe zugegeben wird, ein Nachweis für die Gegenwart einer 
Carbonsäure. Labile Protonen von Alkoholen, Aminen, Thiolen, Phenolen und Enolen 
zeigen jedoch ebenfalls dieses Austauschverhalten. Gleichmaßen findet zwischen den 
Säureprotonen ein intermolekularer Austausch mit labilen Protonen anderer Verbindungen 
wie z. B. Wasser statt, der dazu führt, dass sich das Signal verbreitert und in Richtung 
Hochfeld (d.h. zu niedrigeren Frequenzen) dichter zur chemischen Verschiebung des labilen 
Protons verschoben ist.

In dieser Reaktion soll Ac2O in der Gegenwart von D2O hydrolysiert werden, so dass das 
Protonenspektrum des Produkts AcOD nur ein einziges Signal enthält, das von den Protonen 
der Acetylgruppe stammt. Das Signal liegt etwas hochfeld vom Ac2O-Signal bei 2,10 ppm 
und hat einen Integrationswert von 6, da von 1 Mol Ac2O zwei Mole AcOD gebildet werden.

Vorhergesagtes 1H-NMR-Spektrum (82 MHz) von Essigsäureanhydrid und Essigsäure-d
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Ergebnisse
Abbildung 2a 

Abbildung 2b

 

Gestaffelte 1H-NMR-Spektren (45 MHz) des Reaktionsgemisches, die in Intervallen von 1 Minute 
aufgenommen wurden

Gestaffelte 1H-NMR-Spektren (82 MHz) des Reaktionsgemisches, die in Intervallen von 
15 Sekunden aufgenommen wurden
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Ergebnisse
Das NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches hat zu Beginn bei t = 0 min zwei Signale 
(Abbildung 2a und Abbildung 2b): eines bei 4,6 ppm, das vom Restwasser stammt (HOD) und 
eines vom Reaktant Ac2O bei 2,26 ppm. Die Intensität von Ac2O nimmt im Verlauf der 
Reaktion ab, währenddessen bei 2,10 ppm ein zweites Signal entsteht. Das neue Signal 
stammt vom Produkt AcOD. Die Intensität der beiden Acetylsignale ist bei t ≈ 7 min 
praktisch identisch und das Signal vom Reaktionspartner Ac2O wird im weiteren Verlauf der 
Reaktion schwächer, während das Signal des Produkts zunimmt. Die Reaktion ist bei 
t ≈ 30 min fast abgeschlossen und das NMR-Spektrum wird vom Produktsignal dominiert.

Abbildung 3a

 

Gestaffelte 1H-NMR-Spektren (45 MHz) des Reaktionsgemisches, die in Intervallen von 
1 Minute aufgenommen wurden. Die Datendiagramme zeigen die Fläche als Funktion der Zeit 
für die Signal bei 2,26 ppm und 2,10 ppm.
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Ergebnisse
Abbildung 3b

Durch die Integration der Peakflächen des Reaktanten werden Kurven der pseudo-ersten 
Ordnung erhalten (siehe Abbildung 3a und Abbildung 3b). Die integrierten Peakflächen für die 
AC2O- und AcOH-Signale sind in dieser Abbildung als eine Funktion der Zeit dargestellt. 
Die Vorgehensweise zur Erstellung dieser Datendiagramme in Mnova ist im Abschnitt 
„Verarbeitung“ beschrieben. Da die Reaktion praktisch schon beim Vermischen der 
Reaktanten einsetzt, muss die Zeit vom Vermischen der Reaktanten bis zur Injektion (Beginn 
der Datenerfassung) möglichst kurz gehalten werden. Aus den Diagrammen der Intensität 
über Zeit ist ersichtlich, dass das Ac2O-Signal ungefähr mit der gleichen Geschwindigkeit 
abnimmt wie das AcOH-Signal an Intensität zunimmt.

Gestaffelte 1H-NMR-Spektren (82 MHz) des Reaktionsgemisches, die in Intervallen von 
15 Sekunden aufgenommen wurden. Die Datendiagramme zeigen die Fläche als Funktion der 
Zeit für die Signal bei 2,26 ppm und 2,10 ppm.
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Anmerkungen
Anmerkungen
Essigsäureanhydrid ist anfangs unlöslich in Wasser. Schütteln Sie das Reaktionsgefäß mehrere 
Sekunden lang kräftig, um den Reaktant löslich zu machen oder verwenden Sie einen 
Vortexmischer. Da Essigsäureanhydrid in Wasser nur zu ungefähr 2,6 % löslich ist, dürfen die 
relativen Volumina auf keinen Fall erhöht werden.

Eigene Beobachtungen

Tabelle 1.1H-NMR-Spektreninformationen

Abbildung Verbindung Signalgruppe
Chemische Verschiebung 
(ppm)

Nuklide Multiplizität

1-3 Essigsäure-d DO-C(=O)CH3 2,10 3 H Singulett

1-3 Essigsäureanhydrid CO2(CH3)2 2,26 6 H Singulett

2,3 Restwasser HOD 4,65 1 H Singulett
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Bestellinformationen
Bestellinformationen
Um diesen Lehrplan von der Lehrplansammlung picoSpin NMR-Spektroskopie: 
Beispiellehrpläne nachzubestellen, verwenden Sie bitte die Bestellnummer LP52590_E 
05/14M „picoSpin-Lehrplan Nr. 3, Hydrolyse von Essigsäureanhydrid“.

Wenden Sie sich für technischen Support an die folgende Adresse:

Thermo Fisher Scientific
Im Steingrund 4-6
D-63303 Dreieich
Telefon: +49 6103 408 1014 
E-mail: analyze.de@thermo.com

Wenden Sie sich für weltweiten Support an die folgende Adresse:

Thermo Fisher Scientific 
Telefon: +1 608 273 5017 
E-mail: support.madison@thermofisher.com

Hinweis  Bitte halten Sie die Seriennummer des Spektrometers bereit, wenn Sie sich an 
uns wenden.
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Bestellinformationen
Diese Seite wurde bewusst leer gelassen.
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