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安 達 修 二(京 都大学大学院農学研究科食品生物科学専攻)

1.は じ め に

水溶性ビタミンであるアスコルビン酸(ビ タミ

ンC)は 還元力をもつため,抗 酸化剤などとして

種々の食品に添加されている。アスコルビン酸に

脂肪酸などの疎水基を導入すると,分 子内に親水

基と疎水基をもつ界面活性な物質となり,乳 化性

を発揮すると思われる。

また,ア スコルビン酸は液状油脂にはほとんど

溶けないが,疎 水基を導入することにより油溶性

を示すようになると期待される。さらに,ア スコ

ルビン酸のエンジオール基以外の位置に導入すれ

ば,還 元能は維持されると考えられる。したがっ

て,ア スコルビン酸に脂肪酸を付加 したアスコル

ビン酸脂肪酸エステルは抗酸化性と乳化性を兼備

した食品添加物として使用できる可能性があり,

化学合成法によりステアリン酸やパルミチン酸を

付加したアスコルビン酸脂肪酸エステルが市販さ

れている。

本課題では,有 機溶媒中での酵素反応によりア

スコルビン酸のC6位 に位置選択的に各種の脂肪

酸を縮合したアスコルビン酸脂肪酸エステルの合

成に着目し,そ れらの大量調製法について検討し

た。

なお,生 成物は食品への使用を想定して,溶 媒

はアセトンに限定した。また,合 成したアスコル

ビン酸脂肪酸エステルの諸性質についても検討 し

た。

2.酵 素法によるアスコルビン酸脂肪酸エステ

ルの大量合成

2.1撹 拝槽型反応器による半連続合成

アセ トンなどの有機溶媒に対するアスコルビン

酸の溶解度は高くない。しかし,脂 肪酸を付加し

たエステルは比較的高い濃度で溶解する。そこで,

固定化 リパーゼ(3.Og:乾 燥重量)を 含む撹絆

槽型反応器に粉状のアスコルビン酸を加え,そ こ

にアセ トンに溶解 した脂肪酸を所定流量で供給し,

生成 したアスコルビン酸脂肪酸エステルを同一流

量で抜き出す操作について検討した(図1内 図)。

反応器内の液量は350mLで,反 応開始時に40g

のアスコルビン酸を投入 した。供給する脂肪酸

(濃度:200mmol/L)の 種類を変えて,2.OmL/

図1連 続撹拝槽型反応器によるアスコルビン酸脂肪酸エステルの
半連続合成【。アスコルビン酸(口)ラウリン酸,(○)デ カン
酸および(△)ミリスチン酸エステル,内図:装 置図。1脂肪
酸のアセトン溶液貯槽,2ポ ンプ,②撹拝槽型反応器,4固
定化リパーゼを保持したバスケット,⑤アスコルビン酸を投
入するための蓋,⑥恒温水槽,② マグネチックスターラ,8
流品液貯槽。
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minの 流量(平 均滞留時間:175min)で 半連続

操作を行った。なお,反 応は50℃ で行った。こ

の間,約10g・ 日のアスコルビン酸が脂肪酸に変

換 され,ま たアセ トンに溶解した未反応のアスコ

ルビン酸が約10g/日 の割合で反応器から流出し

たので,毎 日20gの アスコルビン酸粉末を補給

した。図1に 示すように,実 験を行った11日 間

にわたって安定に操作することができ,酵 素の失

活は認められなかった。本操作における生産性は,

生成物の分子量にも依存するが,約57g/1!反 応

器・日であった。

2.2固 定層型反応器を用いた効率的な生産シ

ステム

50℃におけるアスコルビン酸のアセ トンへの溶

解度は25.8mmol/Lで ある。付加する脂肪酸の

分子量によるが,例 えばラウリン酸(分 子量:

200.32)を 反応率70%で 縮合することができれば,

生成物濃度は6.5g/Lと なる。この値は高 くはな

いが,極 端に低くもない。また,触 媒である酵素

の濃度に比例して反応速度は速くなる。固定化酵

素を用いる場合,も っとも酵素濃度の高い状態は,

固定層に充填 した場合である。また,反 応速度と

基質濃度の関係が上に凸となる一般的な酵素反応

では,反 応工学的には固定層型反応器がもっとも

効率がよい。そこで,図2の 内図に示すように'>1,

粉末状の アス コルビ ン酸 を充填 した カラム

(10mmi.d.×150mm)と 固定化酵素充填カラム

(4.6mmi.d.×150mm)を 連結して,ア スコルビ

ン酸脂肪酸エステルを連続的に合成するシステム

を構築 した。すなわち,ア セトンに溶解した脂肪

酸(濃 度:200mmol/L)を アスコルビン酸充填

カラムに供給 してアスコルビン酸が飽和溶解度近

くまで溶解した溶液を固定化リパーゼ充填カラム

に供給 して縮合反応を行い,対 応するアスコルビ

ン酸脂肪酸エステルを合成 した。流量 は0.5mL/

min(反 応器の空塔滞留時間:5min),50℃ で操

図2ア スコルビン酸粉末を充填したカラムと固定化リパーゼ充填
カラムを連結した固定層型反応器システムによる各種アスコ
ルビン酸脂肪酸エステルの連続合成ぬ アスコルビン酸〔○)
アラキドン酸,(二)オ レイン酸,(◇)リ ノール酸,〔△1デカ
ン酸,〔▽)ラウリン酸,ゆ ・〉ミリスチン酸エステル.内 図:
装置図一ユ脂肪酸のアセトン溶液貯槽,2ポ ンプ.3r一 熱コ
イル,圭 アスコルビン酸粉末充填カラム,5固 定化リパーゼ
充填カラム,豆流出液貯槽,Z空 気恒温槽

作 した。本装置を用いてアスコルビン酸に各種の

不飽和または飽和脂肪酸を縮合して対応するエス

テルを合成したときの,反 応器出口での生成物濃

度を図2に 示す。不飽和脂肪酸エステルの濃度が

低いのは,使 用した不飽和脂肪酸の純度が95%

程度であったためであり,脂 肪酸の種類に依存せ

ずほぼ一定の反応率が維持された。これらの生成

物濃度は,1.6～1.9kg/L一 反応器・日の生産性 に

対応し,上 記の撹拝槽型反応器を用いた場合の約

30倍 の高い生産性を達成した。

3.ア スコルビン酸脂肪酸エステルの諸性質

3.1水 および油脂に対する溶解度

アスコルビン酸は水にはよく溶解するが,油 に

はほとんど溶けない。アスコルビン酸に脂肪酸を

付加すると油溶性が付与されるが,水 への溶解度

は低下すると思われる。そこで,ア シル鎖長の異

なる各種アスコルビン酸飽和脂肪酸エステルの水

および大豆油への溶解度を温度の関数として測定

した(図3)P。 脂肪酸 を付加することにより,

アスコルビン酸は大豆油にmmol/Lの オーダー
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図3ア スコルビン酸飽和脂肪酸エステルの水および大豆油への溶

解度の温度依存性1、アスコルビン酸(○,●)デ カン酸
(:.■)ラ ウリン酸,(△.▲)ミ リスチン酸,(▽)パ ルミチ
ン酸.(◇)ス テアリン酸エステル、白抜きと黒塗りはそれぞ
れk豆 油および水への溶解度、

で溶解するようになり,ア シル鎖長の影響は顕著

ではなかった。一方,水 への溶解度はアシル鎖長

に大きく依存し,ア シル鎖長が長いほど溶解し難

かった。各アスコルビン酸脂肪酸エステルの水お

よび大豆油への溶解度の温度依存性は,い ずれも

van'tHoffの 式で整理することができ,水 への溶

解エンタルピー△Hd;、はアシル鎖長にかかわらず

90kJ/molで あり,ま た大豆油への△Hdi、もアシ

ル鎖に依存せず20kJ/molで あった。

3.2乳 化剤としての基本的な性質

各種のアスコルビン酸飽和脂肪酸エステルの乳

化剤としての基本的な性質の一つとして,水 溶液

系における各エステルの濃度と表面張力の関係を

測定した。これらは以前に,回 分式反応器を用い

て合成したエステルを用いてWilhelmy法 により

測定(25℃)し た結果3}であるが,基 本的な性質

であるので,こ こで記述する。各アスコルビン酸

脂肪酸エステル水溶液の表面張力は濃度の上昇と

ともに低下し,明 確 な臨界ミセル濃度(CMC)

が認め られた(図4(a))。CMCは アシル鎖長が

長いほど低 く,CMCの 対数値はアシル鎖に反比

例 し(図4(b)),ア スコルビン酸飽和脂肪酸エ

ステルを水相からミセル相に移動させる際のメチ

図4各 種アスコルビン酸飽和脂肪酸エステルの水溶液の(a)濃
度と表面張力の関係,お よび(b)臨 界ミセル濃度と界面占
有面積のアシル鎖長依存性,(a)ア スコルビン酸(⊃)ヘ キ
サン酸,(○}オ クタン酸(△)デ カン酸(◇)ラ ウリン酸
エステル。(b)(●)臨 界ミセル濃度,(○)界 面占有面積=

レン基当 りのエネルギーは1.3×10-21Jと 算出

された。一方,界 面占有面積はアスコルビン酸脂

肪酸エステルの種類に依存せず,ほ ぼ一定の0.30

nm2で あった。この値は,ア スコルビン酸分子が

球形で あると仮定 して算出 した断面積(1
.,
nm-)よ り小さく,ア スコルビン酸の γ一ラクト

ン環が親水基となっていることを示唆する。

3.30/W型 エマルションの調製への利用

アスコルビン酸飽和脂肪酸エステルが乳化剤と

して使用できることを検証するために,各 種アシ

ル鎖長のアスコルビン酸飽和脂肪酸エステルを用

いて大豆油を油相とするO/W型 エマルションを

調製 した4】。また,調 製したエマルションの安定

性に及ぼす水相pHの 影響についても検討した。

なお,エ マルションは,ロ ータ/ス テータ式ホモ

ジナイザで乳化したのち,さ らに高圧ホモジナイ
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図5ア シル鎖長の異なる各種アスコルビン酸飽和脂肪酸エステル
を用いて調製したOW型 エマルション中の油滴のメディア
ン径とエステル濃度の関係1、アスコルビン酸(⊃ オクタン
酸,(△)デ カン酸,(○)ラ ウリン酸,(◇}ミ リスチン酸,
(▽)パルミチン酸エステル。内図:アスコルビン酸脂肪酸エ
ステルの濃度が0.5mmolkgで 調製したエマルション中の
油滴のメディアン径に及ぼすエステルのアシル鎖長の影響。

ザ(約98MPa)で 微細化する方法により調製 し

た。種々のアスコルビン酸飽和脂肪酸エステル濃

度で調製したエマルション中の油滴のメディアン

径を図5に 示す。また,0.5mmol/kgの エステル

濃度で調製したエマルションの油滴のメディアン

径とアスコルビン酸飽和脂肪酸エステルのアシル

鎖長の関係を図5の 内図に示す。アスコルビン酸

パルミチン酸エステルを除いて,油 滴のメディア

ン径が1.0～1.5μmの 微細なエマルションを調

製できることが示された。また,各 種アスコルビ

ン酸飽和脂肪酸エステルを用いて調製 したエマル

ションは,水 相のpHが 高いほど安定であった。

これは,水 相のpHが 高いほど油滴の表面電位

(ζ一電位)が 大きな負の値になることに起因する

ことが示された。これらの検討から,微 細で安定

な0/W型 エマルションを調製するには,ア スコ

ルビン酸のデカン酸またはラウリン酸エステルが

適していることが示された。

3.4水 溶液中での安定性

アスコルビン酸は不安定で酸化分解などを受け

る。また,エ ステルは高pHで 加水分解 され易い。

そこで,ア スコルビン酸脂肪酸エステルの水系で

図6ア ス コ ル ビ ン酸 デ カ ン 酸 エ ス テ ル の40℃.pH=(○}2.

(◇)3.(:)4.(△)J.(▽)6.([〉)7,([〉)8お よ び

(◎9に お け る分 解 過 程1.エ ス テ ル の 濃 度 は い ず れ のpH

にお い て も2.0×10-'molL,

の安定性について検討した5}。アスコルビン酸デ

カン酸エステルの40℃,pH=2～9で の安定性

を図6に 示す。pH=3で もっとも安定であ り,

それより低いまたは高いpHで は不安定になった。

また,pHニ9で はエステルの加水分解が無視で

きなかったが,pH=6以 下では加水分解は起こ

らなかった。いずれのpHに おける分解過程 も

Weibull式 で表現することができた。また,ア シ

ル鎖長が6,8,10ま たは12の アスコルビン酸脂

肪酸エステルのpH=5で 種々の温度における安

定性について検討したところ,高 温ほど不安定で,

分解速度定数の温度依存性はいずれのエステルに

ついてもArrhenius式 で整理できた。 また,ア

スコルビン酸脂肪酸エステルの分解過程(pH=

5)に はエンタルピー ・エ ントロピー補償効果が

成立することが示された。

3。5培 養動物細胞に対する抗酸化性

アスコルビン酸は還元力をもち抗酸化剤として

作用する。アスコルビン酸を付加 した多価不飽和

脂肪酸は酸化に対 して極めて安定になることを明

らかにしていた6.r1。そこで,ア スコルビン酸脂

肪酸エステルを食用に供することを想定して,小

腸上皮様に分化した培養細胞(Caco-2)を 用いて

細胞に対す る酸化抑制効果について検討 した。
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図7鎖 長 の 異 な る 各 種 ア ス コ ル ビ ン酸 脂 肪 酸 エ ステ ルのCaco-2

培 養 細 胞 に 対 す る 酸 化 抑 制 効 果8。Positivecontrol(P.C.)

はア ス コル ビ ン 酸 ま た は ア ス コル ビ ン酸 脂 肪酸 エ ス テ ル を 加

えな か っ た 場 合,ま たnegativecontrol(NC.)は 蛍 光 プ ロ
ー ブ の み を 負 荷 し た場 合 を示 す 。

Caco-2培 養細胞に種々のアシル鎖長のアスコル

ビン酸飽和脂肪酸エステルを接触させたのち洗浄

し,硫 酸鉄で酸化を誘導したときの酸化の程度を

蛍光プローブを用いて評価した8)。アスコルビン

酸脂肪酸エステルは遊離のアスコルビン酸に比べ

て高い抗酸化性を示 し,こ とにアスコルビン酸 ミ

リスチン酸エステルが優れていた(図7)。

4.お わ り に

有機溶媒中での固定化 リパーゼを用いた縮合反

応によりアスコルビン酸脂肪酸エステルの連続生

産および生成物の諸性質について検討し,以 下の

成果を得た。

(1)掩 絆槽型反応器を用いて半連続的にアスコ

ルビン酸脂肪酸エステルを合成する方法を提

出した。

(2)固 定層型反応器 を用いて1,6～1,9kg/L一

反応器・日という高い生産性でアスコルビン

酸脂肪酸エステルを連続的に合成するシステ

ムを確立した。

(3)合 成した各種アスコルビン酸脂肪酸エステ

ルの水および大豆油に対する溶解度を測定し,

大豆油には約lmmol/kgの 濃度で溶解する

ことを明らかにした。

14)ア シル鎖長の異なる各種アスコルビン酸飽

和脂肪酸エステル水溶液の臨界ミセル濃度お

よび界面占有面積を測定した。

(5)各 種アスコルビン酸飽和脂肪酸エステルが

0/W型 エマルションの調製に使用できるこ

とを検証した。

(6)各 種アスコルビン酸飽和脂肪酸エステルの

水系での安定性に及ぼすpHお よび温度の影

響を明らかにした。

(7)ア スコルビン酸飽和脂肪酸エステルは培養

細胞の酸化も効果的に抑制することを明らか

にした。

これらの基礎的な成果をもとに,食 品への応用

についてさらに検討する必要がある。一例として,

既に粉末化油脂への応用について検討 し,脂 質に

対する酸化抑制効果はアシル鎖長に大 きく依存す

ることを明 らかにしている9)。今後も応用のため

の基礎的な検討を行い,各 種アスコルビン酸脂肪

酸エステルの食品添加剤としての機能を明らかに

して行きたい。
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ShujiAdachi

(DivisionofFoodScienceandBiotechnology.GraduateSchoolofAgriculture.KyotoUniversity)

TwosystemswereproposedforcontinuouslyproducingL-ascorbateswithvariousacyl

chainsthroughimmobilized-lipase-catalyzedcondensationinacetone.Onesystemwas

constructedusingacontinuousstirredtankreactor,andtheotherusingaplug-flowreactor.

Inthelatersystem,ahighproductivityof1.6to1.9kg/L-reactor/daywasrealized.The

introductionofacylgroupintoascorbicacidsignificantlyincreasedintheoilsolubility.The

surfaceactivity,emulsifierabilityandstabilityinwaterofvariousacylascorbateswere

measured.Antioxidativeabilityoftheascorbatestoepithelialcellswasalsoestimated.

Theseresultsshowedthattheacylascorbateswerepromisingfoodadditivespossessing

boththeantioxidativeandemulsifyingabilities.


