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L�抗坏血酸脂肪酸酯抗氧化活性
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摘 � 要: 从羟基自由基体系、超氧阴离子自由基体系、二苯苦味肼基自由基体系及还原力测试等方

面研究 L�抗坏血酸脂肪酸酯( VC脂肪酸酯)体外抗氧化活性,并将其添加到猪油和大豆油当中,评

价其抗氧化效果。结果表明,在一定的质量浓度范围内, VC脂肪酸酯对羟自由基、超氧阴离子自

由基、DPPH 自由基均有较好的清除效果,还原能力也较强, 并呈一定量效关系, 其抗氧化活性与

L�抗坏血酸棕榈酸酯相当。VC脂肪酸酯在猪油中的添加质量分数为0� 2% , 100 � 下强制氧化 20

h 时,猪油的过氧化值为 42� 8 m eq/ kg,具有明显的抗氧化活性;在大豆油中添加质量分数 0� 2%,

强制氧化 14 h时,大豆油的过氧化值为11� 9 m eq/ kg,其抗氧化能力大于T BH Q,与 L�抗坏血酸棕
榈酸酯接近,说明 VC脂肪酸酯是一种有潜力的食品抗氧化剂。
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Study on the Antioxidant Activities of L�ascorbyl Fatty Acid Esters

LIU Jian�w ei, � ZH AO H ai�zhen, � LU Feng�x ia* , � BIE Xiao�mei,

ZH ANG Chong , � LU Zhao�xin, � PENG Yang

( Co llege o f Foo d Science and T echno log y, N anjing A g ricult ur al U niv ersity , N anjing 210095, China)

Abstract: In vitr o ant iox idant act ivit ies of L�ascorbyl fat ty acid esters w ere studied by the items of

hydrox yl radical system , super ox ide anion f ree r adical system, sy stem of DPPH � , and reducing

pow er. It s ant io xidant effects was further evaluated by adding into the lard and bead oil. The

r esults indicated that L�asco rby l fatty acid esters w ithin the given co ncentration r ange in dose�
ef fect relat io nship show ed g ood ant io xidant act ivities o n both the clearance o f hydrox yl radical,

superox ide anion f ree radical and DPPH � and the reducing pow er. Furtherm ore, the ant ioxidant

activit ies of L�ascorbyl fat ty acid esters w ere com parable w ith that of L�asco rby l palm itate. When

0. 2% ( w / w ) of L�asco rby l fatty acid esters w ere added in the lard for a 20 h for ced oxidat ion at

100 � , the POV of lard w as 42� 8 m eq/ kg, w hich illust rated L�ascor by l fatty acid esters had

significant ant iox idant act ivit ies. When 0� 2% ( w / w ) of L�ascorbyl fatty acid esters w ere added

in the so ybean oil fo r a 14 h fo rced ox idat ion at 100 � , the POV of soybean oil w as 11� 9 m eq/

kg. T he ant iox idant ability of L�ascorbyl fat ty acid esters for soy bean oil w as hig her than that of

T BH Q , but w as close w ith that of L�ascorbyl palmitate. T hus, L�ascor by l fat ty acid esters w ere



demonst rated to be potent ial food ant io xidants.

Key words: lard, L�ascorbyl fat ty acid esters, ant ioxidant activit ies

� � L�抗坏血酸(以下简称 VC)是一种水溶性维生

素,由于其具有还原性而被广泛用作抗氧化剂。然

而 VC 的不稳定性、亲水性使其应用受到很大的限

制。因此,对 VC 进行化学修饰可以生成一系列的

衍生物,包括高级脂肪酸酯、缩醛或醚类等。这些

衍生物既保留着 VC 的结构部分又引入了亲脂性的

长碳链,增强其稳定性和亲脂性从而扩展其应用范

围。

L�抗坏血酸脂肪酸酯( L�asco rbyl fatty acid es�
ter s, AFAE)是指利用化学或酶催化不同酰基供体

和 L�抗坏血酸通过酰基化反应得到的 VC酯类,包

括 L�抗坏血酸月桂酸酯( L�ascor by l laurate)、L�抗
坏血酸豆蔻酸酯( L�ascorbyl m yristate)、L�抗坏血
酸棕榈酸酯( L�asco rbyl palmitate)、L�抗坏血酸油
酸酯( L�asco rby l o leate)以及 L�抗坏血酸硬脂酸酯
( L�asco rby l stearate)等。其中 L�抗坏血酸棕榈酸
酯应用最广泛, 是世界卫生组织、食品添加剂联合

委员会认可的营养型抗氧化剂
[ 1]

, 并被美国药典收

载[ 2] 。由于 L�抗坏血酸脂肪酸酯既含有亲水性的
L�抗坏血酸, 又含有亲油性的脂肪酸链, 使得其兼

具脂溶性抗氧化剂和食品乳化剂的特性, 是一种新

型的多功能食品添加剂
[ 3]
。目前 L�抗坏血酸脂肪

酸酯的合成及其抗氧化性能的研究工作已有不少

报道
[ 4�6]

,但有关脂肪酶催化猪油合成抗坏血酸脂

肪酸酯及其抗氧化性能的研究, 国内外尚未见报

道。而国内的 L�抗坏血酸脂肪酸酯无论是合成生
产还是应用, 均处于开发阶段, 因而有着巨大的市

场发展潜力。

作者以廉价的猪油和 L�抗坏血酸为原料,酶法

合成 L�抗坏血酸脂肪酸酯,主要对其抗氧化活性进

行研究,以评价其抗氧化性能,为新型 V C衍生物的

开发应用提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与仪器
固定化脂肪酶 Nov ozym e 435:购自诺维信(中

国)生物技术有限公司; 精制猪油:购自安徽牧羊油

脂有限公司; 二苯苦味肼基自由基( DPPH � ) : 购自

美国 Alfa Aesar公司; L�抗坏血酸棕榈酸酯( A P) :

购自 Sig ma�Aldrich 公司; VC、邻二氮菲、30%过氧

化氢、FeSO4、Tr is、盐酸、邻苯三酚、FeCl3、三氯乙

酸、特丁基对苯二酚( T BH Q )等: 均为市售国产分

析纯试剂。往复式水浴恒温振荡器: 太仓市实验设

备厂; 旋转蒸发仪: 德国 H eidolph 公司; 紫外可见

分光光度计 U V�2450: 日本岛津; 7510�A S Au�
tosam pler 核磁共振仪:美国 Varian公司。

1� 2 � 试验方法
1� 2� 1 � VC 脂肪酸酯的合成 � 将 VC 和猪油按摩

尔比 1 � 2 加入到预先装有 20 m L 叔戊醇的 100

m L 具塞锥形瓶中,并加入诺维信公司的 Novozyme

435固定化脂肪酶,酶量为质量分数 30% VC, 50 �
下水浴摇床 180 r/ min 振荡反应 24 h。反应结束

后,参考 S� Bradoo 等人的方法[ 7] ,首先通过过滤的

方法除去固定化酶颗粒,将滤液旋转蒸发除去叔戊

醇后,在 25 � 下溶解于极性弱的正己烷中, 然后于

4 � 高速离心 20 min得到沉淀。沉淀用乙酸乙酯

溶解后, 加入乙酸乙酯 4 倍体积的去离子水, 充分

混匀,置于分液漏斗中静置分层, 取上层液减压真

空干燥得到白色固体。按照我国GB 16314�1996中

碘量法测得产物纯度达到 95%以上,符合要求。

1� 2� 2 � VC脂肪酸酯对羟自由基清除能力的测定

� 测定方法采用 Fenton 反应。参照 Xiao�ming

Yang 等人的方法
[ 8]

, 并略作改进。先配制 0� 75

m mol/ L 邻二氮菲无水乙醇溶液,取该液 1 mL,加 2

m L 的 0� 2 m mol/ L 磷酸盐缓冲液( pH 7� 4) , 充分

混匀后加入 0� 75 mmo l/ L 硫酸亚铁溶液(去离子水

配制) 1 mL,每加一管立即混匀, 加入 1 mL 蒸馏水

以补充体积,最后加入 0� 01% H 2O 2 1 mL 为对照;

反应液在 37 � 保温 1 h, 于 536 nm处测定吸光度。

依上法,加入 0� 75 mmo l / L 邻二氮菲无水乙醇溶

液 1 mL,加入 2 mL 的 0� 2 mmo l/ L 磷酸盐缓冲液

( pH 7� 4) ,充分混匀后, 加入 0� 75 mmo l/ L 硫酸亚

铁溶液 1 m L,加入 1 mL 不同浓度的 V C脂肪酸酯

样品为处理样; 最后加入 0� 01% H 2 O2 1 m L。空白

对照不加 0� 01% H 2 O2 ,以蒸馏水补充体积。每个

质量浓度样品做 3 个平行, 同时与 T BH Q、VC、A P

比较清除能力。样品对羟自由基的清除率按下式

计算:

清除率( % ) = ( A 536处理 - A 536对照 ) / ( A 536空白对照-

A 536对照 ) � 100%

1� 2� 3 � VC脂肪酸酯对超氧阴离子自由基清除能

力的测定 � 采用邻苯三酚自氧化法测定抗氧化性,
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参照何玲玲等人的方法
[ 9]
。取 4� 5 mL 50 mmo l/ L

T ris�H Cl缓冲溶液 ( pH 8� 2 ) ,加 4� 2 m L 去离子

水,混匀后 25 � 水浴保温 20 min,取出立即加入 25

� 水浴中预热的 3 mm ol/ L 邻苯三酚 0� 3 mL(以

10 mm ol/ L H Cl代替邻苯三酚作为空白) , 混匀立

即倒入比色杯,于 325 nm 处每隔 30 s测 A 值一次,

共测 5 m in, 计算对照溶液吸光度随时间的变化率

F0。依上法, 在加入邻苯三酚前先加入 4� 2 mL 不

同质量浓度的V C脂肪酸酯样品,混匀后 25 � 保温
20 min,取出立即加入 25 � 水浴中预热的 3 m mo l/

L 邻苯三酚 0� 3 m L, 混匀立即倒入比色杯, 于 325

nm 处每 30 s测 A 值 1次,共测 5 m in,计算溶液吸

光度随时间的变化率 Fx。每个质量浓度样品做 3

个平行,同时与 T BH Q、VC、AP 比较清除能力。样

品对超氧阴离子自由基的清除率按下式计算:

清除率( % ) = ( F0- Fx ) / F0 � 100%

1� 2� 4 � VC 脂肪酸酯对 DPPH 自由基清除能力的

测定 � 参照 Xiao�ming Yang 等人的方法 [ 8] ,准确称

取 20 m g DPPH � , 用无水乙醇定容于 250 mL 容

量瓶中,得到浓度为 0� 2 mmo l/ L 的 DPPH 乙醇溶

液,在 0~ 4 � 下避光保存。分别吸取不同浓度的

VC 脂肪酸酯样品的乙醇溶液 2 m L, 加入 0� 2

m mol/ L 的 DPPH 乙醇溶液 2 m L, 摇匀后在室温

黑暗处放置 30 m in。以无水乙醇调零,测定517 nm

处的吸光值 A样品。再测定 2 mL DPPH 溶液与 2

m L 乙醇在 517 nm处的吸光值 A DPPH。每个浓度样

品做 3个平行,同时与 T BH Q、VC、AP 比较清除能

力。样品对 DPPH �清除率按下式计算:

清除率( %) = ( A DPPH - A 样品) / A DPPH � 100%

1� 2� 5 � VC脂肪酸酯的还原能力 � 采用普鲁士蓝
法,参照 A� Kumaran等人的方法 [ 10]。先将样品配

成一定质量浓度溶液,取0� 5 m L VC 脂肪酸酯样品

溶液,加入到 2� 5 mL 0� 2 m ol/ L 的磷酸缓冲溶液

( pH 6� 6)和 2� 5 mL 1%的铁氰化钾( K 3Fe( CN) 6 )

的离心管中, 混合均匀, 50 � 水浴 20 min后快速冷

却,加入 2� 5 m L 10%的三氯乙酸溶液, 2 000 r/ min

离心 10 min。取上清液 2� 5 m L, 加入 2� 5 mL 蒸馏

水和 0� 5 mL 0� 1%的三氯化铁溶液, 混合均匀, 室

温下静置反应 10 min, 于 700 nm 处检测吸光值。

溶液在 700 nm 处的吸光值越高, 则样品的还原能

力越强。每个浓度样品做 3 个平行, 同时与 TB�
H Q、VC、AP 比较还原力。

1� 2� 6 � VC脂肪酸酯的抗氧化性能测定 � 将 VC

脂肪酸酯按油质量分数的 0� 2%分别添加到精制猪

油(猪板油经精炼制得)和豆油 (一级大豆油, 未添

加任何抗氧化剂)中, 在 100 � 下加热搅拌, 待样品

充分溶解后,转入 100 � 的烘箱中强制氧化,并每隔

2 h定期取样, 参照 GB/ T 5009� 37 � 2003[ 11] , 用碘

量滴定法测定油样的过氧化值( POV ) ,观察其抗氧

化值的变化趋势。同时与空白和常用抗氧剂 TB�
H Q、A P进行对比实验。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 产物性状及结构鉴定
VC 脂肪酸酯为白色固体粉末,不溶于水, 但易

溶于甲醇、乙醇, 微溶于乙酸乙酯、乙醚, 几乎不溶

于正己烷、氯仿、石油醚、甲苯等有机溶剂, 在浓缩

或者结晶状态下,性质非常稳定。将分离纯化后的

产品通过1 H�NM R( 300MH z, CD3 OD, T MS)鉴定,

结果见图 1。�: 0� 9( - CH 3 ) , 1� 29~ 1� 33( - CH 2

- ) , 1� 6( - CH 2 CH 2 COO- ) , 2� 01( - CH 2 - CH =

CH - CH 2 - ) , 2� 3( - COOCH 2 - ) , 4� 03 ~ 4� 41

( - CH 2 CH - ) , 4� 7 ( - CH O - ) , 5� 3 ( - CH =

CH - )。证明所得产物主要由 VC 棕榈酸酯、VC

油酸酯和 VC 硬脂酸酯组成的复合物。产物的
1H�NM R图谱与 Ko Kuw abara [ 12]等人研究的

VC�6�O�油酸酯基本一致。

图 1 � 产品的核磁共振图谱

Fig. 1� 1H�NMR spectra of the product

2� 2 � VC脂肪酸酯清除羟自由基能力

通常用 EC50值来表示清除 50%自由基时所需

抗氧化剂的量, 是衡量抗氧化剂活性的有效指标。

采用 Fenton 反应, 对 VC 脂肪酸酯、T BH Q、VC、

AP 清除羟自由基能力进行测定,结果见图 2。

� � 由图 2 可见, 随着各样品液质量浓度的增加,

各样品清除羟基自由基的能力均呈上升趋势, 清除

率与质量浓度成量效关系。清除能力大小依次为:

AP > VC 脂肪酸酯> T BH Q > VC。四者清除

H O �自由基的 EC50 值分别为 0� 26、0� 27、0� 33、

0� 35 mg/ mL。本研究 VC 脂肪酸酯的 EC50 值为

0� 27 mg/ mL,与吴亚凉 [ 13]等人研究相近,而且清除
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H O �的能力大小和趋势也相同。

图 2 � VC脂肪酸酯对 HO� 的清除率

Fig. 2 � Hydroxyl radical scavenging activity of L�ascor�

byl fatty acid esters

2� 3 � VC脂肪酸酯清除超氧阴离子自由基能力
采用邻苯三酚自氧化法, 对 VC 脂肪酸酯、TB�

H Q、VC、AP 清除超氧阴离子自由基能力进行测

定,结果见图 3。

图 3� VC脂肪酸酯对 O2
- � 清除率

Fig. 3� Superoxide anion radical scavenging activity of L�

ascorbyl fatty acid esters

� � 由图 3 可见, 随着样品液质量浓度的增加, 各

样品清除超氧阴离子自由基的能力均呈上升趋势,

且均表现了量效关系。VC 脂肪酸酯、TBH Q、VC

和 AP 清除 O 2
- � 的 EC50 值分别为 0� 004 2、

0� 004 7、0� 018、0� 004 mg/ mL, 且清除率随着质量

浓度的增大而增大。VC脂肪酸酯清除 O2
- �能力

优于 TBH Q、VC, 与 AP 相当。这说明本产品 VC

脂肪酸酯对 O 2
- �有良好的清除作用。

2� 4 � VC脂肪酸酯清除 DPPH自由基清除能力

按 1� 2� 4的方法,分别进行 VC脂肪酸酯、TB�
H Q、VC、AP 清除 DPPH 自由基清除能力的测定,

结果见图 4。

� � 由图 4可见, 各样品对自由基均具有清除 DP�
PH �能力, 清除能力大小依次为: TBH Q > V C>

AP> VC 脂肪酸酯。各样品在一定质量浓度范围

图 4 � VC脂肪酸酯对 DPPH� 的清除率

Fig. 4 � DPPH � free radical scavenging activity of L�

ascorbyl fatty acid esters

内,清除能力与浓度成量效关系。TBHQ和 VC在

质量浓度 0� 02 mg / mL 以上,对 DPPH �清除率可

达到 90%以上, 并趋于稳定, 效果明显优于 AP 和

VC 脂肪酸酯。VC 脂肪酸酯清除 DPPH �的 EC50

值为 0� 024 mg/ mL,这个值比 AP 清除 DPPH �的

EC50 值 0� 015 mg / mL 高 1� 6 倍, 比 H amidah

Bur ham 等 [ 14] 人用棕榈油和 VC 酶法催化合成的

VC 脂肪酸酯清除 DPPH �的 EC50值为 0� 1 mg /

m L 低,说明本产品清除 DPPH �能力更强, 但清除

DPPH �的能力低于 AP, 原因可能是受本产品 VC

脂肪酸酯是一个包括 VC 棕榈酸酯、VC 油酸酯、

VC 豆蔻酸酯、VC硬脂酸酯的混合性酯的影响。

2� 5 � VC脂肪酸酯的还原能力

采用普鲁士蓝法, 对 VC 脂肪酸酯、TBH Q、

VC、A P还原能力进行测定, 结果见图 5。

图 5� VC脂肪酸酯的还原力

Fig. 5� Reducing ability of L�ascorbyl fatty acid esters

� � 从图 5 可以看出, 在一定质量浓度范围内, 随

着样品质量浓度的增加, 样品的还原力越大; 相同

质量浓度下, VC 脂肪酸酯的还原力明显强于 VC

和 T BH Q ,与 AP 很接近,与巫晓琴等人[ 15] 研究的

相同质量浓度下 VC酯的还原力> VC> T BH Q 相

吻合。
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2� 6 � VC脂肪酸酯的抗氧化性能测定
不同的抗氧化剂, 加入到猪油中, 测定其抗氧

化效果,结果如图 6。从图 6可以看出,在强迫氧化

作用下, 添加了抗氧化剂的样品的过氧化值( POV)

均比空白对照低, 而且随着强制氧化进行时间的延

长,各样品的 POV 值差别越来越大,说明各抗氧化

剂对猪油的氧化有一定的抑制作用, 这种作用的强

弱为 TBH Q> AP> VC 脂肪酸酯。在 100 � 下强

制氧化 20 h 时, V C 脂肪酸酯组、T BH Q 组和 AP

组的 POV值分别为 42� 8、35� 7、41� 5 meq/ kg。

图 6 � VC脂肪酸酯在 100 � 猪油中的抗氧化值

Fig. 6 � Antioxidant capacity of L�ascorbyl Fatty Acid

Esters in lard at 100 �

� � 不同的抗氧化剂, 加入到大豆油中, 测定其抗

氧化效果, 结果见图 7。从图 7 中可知, 在大豆油

中, VC脂肪酸酯的抗氧化效果优于 TBH Q, 与 AP

相当。在 100 � 下强制氧化 14 h 时, VC 脂肪酸酯

组、TBH Q 组和 A P 组的 POV 值分别为 11� 9、

15� 0、11� 5 meq/ kg。

� � 研究结果表明,将 VC 脂肪酸酯添加到动、植物

油中, VC 脂肪酸酯表现出了良好的抗氧化效果,能

有效延长油脂的货架期,是一种高效的、稳定、营养

图 7 � VC脂肪酸酯在 100 � 大豆油中的抗氧化值

Fig. 7� Antioxidant capacity of L�ascorbyl fatty acid es�

ters on bean oil at 100 �

型的脂溶性食品抗氧化剂。同时也表现出 VC脂肪

酸酯对大豆油的抗氧化作用优于猪油, 这与雷琳等

人
[ 16]
研究 L�抗坏血酸棕榈酸酯在动植物油中的抗

氧化结果相吻合,其原因在于动物油与植物油所含

的饱和脂肪酸数量不同, 两者被氧化的速度不同。

因此, 在动、植物油中添加相同浓度的 VC 脂肪酸

酯,会表现出不同的抗氧化性能。

3 � 结 � 语

作者采用脂肪酶将廉价的猪油转化为 VC脂肪

酸酯。纯化后的 VC 脂肪酸酯对羟自由基、超氧阴

离子自由基、DPPH 自由基均有较好的清除效果,

并随着浓度增加其清除率不断提高,还原能力也较

强,并呈一定量效关系, 其抗氧化活性与 AP 相当;

VC 脂肪酸酯添加到猪油、大豆油中, 能明显延缓油

脂的氧化,说明 VC 脂肪酸酯是一种有潜力的食品

抗氧化剂。
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