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1 章.緒言



1.1.はじめに

ヒトの身体は約 16%~20%がタンパク質で構成され、主に筋肉や内臓、血中の

ヘモグロビン等を構成する。アミノ酸はそのタンパク質の構成単位であり、生物

にとって生命現象を担う非常に重要な物質であると言える。

アミノ酸は19 世紀初頭にフランスのヴォークランによってアスパラギンカ沫刀

めて発見され、その存在が明らかになった。20 世紀前半には池田ら Dによって

初めてグルタミン酸ナトリウムが単離・同定され、うま味調味料として応用され

た。その後応用範囲は広がり、飼料、医薬品、栄養補助食品、香粧品、飲料等様々

な分野、目的で利用されている。

アミノ酸の製法も時を経るにつれて発展している。初の工業的製法はグルタ

ン酸の小麦グルテンからの抽出法である。その後化学合成を用いた合成法が

確立されたが、コストや安全性の観点から合成法は普及しなかった。一方で1950

年代には協和発酵社によってグルタミン酸発酵を用いた発酵法が確立され、安

価かつ大量に生産することが可能になった。現在でも殆どのアミノ酸製造では

発酵法が主流であり、システイン(cys)やチロシン(1yr)など従来は抽出法、合成

法で作られているアミノ酸についても発酵法に代替されていくトレンドである。
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アミノ酸1.2

アミノ酸はアミノ基とカルボキシ基の両方を持つ化合物の総称である。主鎖

に対してのカルボキシル基の位置によってα、β、γ...に分類されるが、タンパク

質を構成するアミノ酸は全てα体である(ただし、プロリンのみα・イミノ酸)。

単にアミノ酸と呼称する場合、α・アミノ酸を指す。アミノ酸の示性式は R・

CH(NH2)、COOHで表わされ、 R を伯住貞、その他を主鎖と呼ぶ。但雌貞はH または

原子団を示し、その種類によってアミノ酸の呼称が変化する。Rが水素であるグ

リシン(Gly)を除いてα炭素は不斉炭素であり、タンパク質を構成するアミノ酸

は全てL体である。 RS表記ではCyS を除いてS体である。

アミノ酸は同・一分子内に電子供与基であるアミノ基と電子求引基であるカル

ボキシ基を持つ.W汝erion (双性イオン)であり、酸性、塩基性どちらの条件で

もイオンが解離することで水に溶解できる。

タンパク質を構成する20種類のアミノ酸は、その側鎖によって化学的性質が

異なる。 20 種類のアミノ酸の分類を Figurel-1 に示す。特に正電荷のアミノ酸

は溶解することで塩基性を示し、負電荷のアミノ酸は酸性を示す。
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アミノ酸の利用1,3

アミノ酸の利用は20世紀初頭から精力的に研究されており、利用範囲も非常

に多岐に渡る。アミノ酸の機能や利用は各アミノ酸によって異なる。以下、特記

が無い場合アミノ酸は全てL体とする。

例えば、バリン(vaD、ロイシン(Leu)、イソロイシン(Ⅱe)は筋肉構成する主要な

アミノ酸であり、筋疲労回復の効果を持つ刀。そのため、運動後のサプリメント

やサルコペニア(筋肉減少)を防止する健康食品として用いられる。グルタミン酸

(GIU)ナトリウムはうま味を呈するため、合わせ調味料の原料や、そのものをう

ま味調味料として用いられる。プロリン(pro)は皮膚等を構成するコラーゲンの

主要な成分であり、保湿クリームや化粧水等の基礎化粧品や、美容サプリメント

等に利用される。グリシン(Gly)は睡眠の質を向上させる機能を持っ3)ため、健康

サプリメントとして利用される。

また、アミノ酸は人問だけではなく、豚や牛等家畜の飼料に添加する必須栄養

素としても広く利用されるの。家畜飼料は"劃rel-2に示す様に、栄養豊富な大

豆を使うのが理想的だが、高価であるためより安価なトウモロコシや小麦を使

うことが多い。しかし、これらだけでは家畜の成長に必須な一部のアミノ酸を得

られず、満足に成長することができない。特に不足するのが、豚では順にりジン

(Lys)、スレオニン(T11r)、トリプトファン(1rp)である。これら不足するアミノ酸

を別途配合することで家畜の成長を促進し、収量を増加することができるため、

アミノ酸は飼料に配合する栄養素として非常に高い需要がある。
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アミノ酸製造プロセス1.4

アミノ酸の製造プロセスとしては大きく分けて抽出法、合成法、発酵法がある

が、一部を除いて殆どのアミノ酸は発酵法で製造されている。なぜなら、一部の

医薬品や試薬を除いて大部分のアミノ酸は L体のみが流通しており、 L体のみ

を得られる微生物発酵が最も効率的だからである。発酵法では五.ωh.を始めとし

た様々な菌をかけ合わせる、もしくは遺伝子を改変してより効率良く目的のア

ミノ酸を生産させるようにしている。

発酵液から単離・精製されるアミノ酸の規格上の純度は、比較的低純度の飼料

用で一部例外はあるが高純度の医薬品、食品添加物用では 98%以上であり、ほ

ぼ100%の純品であることが要求される。これに対し、アミノ酸の発酵液中には

菌体そのもの、発酵原料である糖分、無機金属、有機物や、発酵で副次的に生産

される有機酸、タンパク質等多様な不純物を含有している。これら不純物はその

後の単際レ精製工程で取り除く必要がある。単離・精製工程には基本となる単位

工程として膜、イオン交換樹脂、晶析、活性炭があり、各アミノ酸の物性、含有

不純物、安定性等のファクターを元に単位工程を組み合わせ、最適化する。アミ

ノ酸発酵における不純物の分類、及び各不純物について有効な単位工程を

Iablel-1 に示す。

例えば、菌体は熱凝集性があり、菌体より目の細かい膜を用いて容易に分離で

きる。無機塩は電荷をおびているためイオン交換樹脂での分航が可能である。こ

のように不純物の性質によって分籬工程を使い分け、最終的に不純物を限りな

くゼロに近づける。
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アミノ酸製造プロセスにおける晶析1.5

アミノ酸の発酵法における単離・精製工程において基本となる単位工程の中

で、品析は特に重要な工程である。副生アミノ酸のような目的アミノ酸と構造・

物理化学的性質が近い不純物の分離には、樹脂や膜での分離は難しい。しかし、

晶析では、目的分子自身が 3 次元構造を認識し、自身の結晶を分離剤として構

造・化学的性質が近い不純物を分離することに優れている。

また、最終製品の純度だけではなく、結晶粒径、結晶多形等の外観も晶析によ

つて決定される。結晶多形は演過性、スラリー粘度、比容、流動性などに影響を

与え、ひいては晶析後の固液分離や乾燥、包装工程の操作性、生産性に大きな影

響を与える。また、アミノ酸の結晶形状は顧客毎に多様な要求をされることが多

く、結晶多形、結晶粒径を規定内に収めるためにも晶析工程の制御は非常に重要

である。グルタミン酸ナトリウム(MSGMonosodiumGlutamate)の例を挙げると、

家庭用向けの製品では大きい結晶の方が見栄えが良いため重宝されるが、一方

で加工会社向けの製品は、見栄えより溶解速度が速く操作性の良い小さい結晶

の方が求められることが多い。またLySの場合、医薬用では溶解性が重視される

ため小さい結晶が求められるが、飼料用では使用時の粉舞いを嫌うため大きい

結晶が求められる。
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アミノ酸の晶析方法1.6

アミノ酸の一般的な晶析方法を示す。

1、飽和水溶液を冷却する q令却晶析)

2.飽和水溶液を蒸発する(蒸発晶析)

3.飽和水溶液に貧溶媒を添加する(貧溶媒晶析)

4. PHをアミノ酸の等電点に近づけ、溶解度を下げることで晶析する(中和

品析)

実際の工業プロセスではグルタミン酸ナトリウムなど溶解度の温度依存性が

高いアミノ酸は冷却晶析、高溶解度のアミノ酸は貧溶媒晶析、溶解度が極めて低

いアミノ酸は中和晶析を用いることが多い。一般的にアミノ酸の製造プロセス

において良い結晶と言われているのは、結晶粒径が大きく、沈降性の高い結晶で

ある。その良い結晶を得るためには通常比較的低過飽和の状態下でゆっくりと

成長させることが必要であると言われている。しかし、特定の面成長が極めて遅

いと理想的な結晶形とはかけ離れた薄板状の結晶が生成する。しかも薄板状の

結晶は成長する前に撹枠によって破砕され、微細な結晶やそれらが集まった集

合晶になりやすい。このような結品構造を持つアミノ酸の代表的なものが分岐

鎖アミノ酸(BCAA)である。BCAAは疎水性のアルキル基が露出する面を持ち、

その表面の方向には殆ど成長しないため、薄板状の結晶が生成する。

10



アミノ酸結晶の特徴 5),6)1.フ

アミノ酸は等電点付近の水溶液中では双性イオンであるが、それは結晶中に

おいても同様である。イオン分子としてアミノ酸の結晶中に働く力として水素

結合、イオン間のクーロンカ、但雌質間のVanderwaalS 力等があるが、相互作用

力の大きさは水素結合が支配的であり、基本的には水素結合が最も安定な状態

な構造が安定系の結晶構造である。水素結合はアミノ酸分子のイオン化したア

ノ基とカルボキシ基問に作るネットワークであり、アミノ基の3個の H が電

子供与体となるため基本的には3種類、又はHを共有する叉状水素結合を含む

4種類である。

アミノ酸の中でも、 val、 Leu、Ⅱe、フェニルアラニン(phe)のような極性官能基

を持たない側鎖を持つアミノ酸は、一般的に2分子が親水的な主鎖を向い合わ

せにして水素結合し、疎水的な側鎖を外側にして形成された分子2重層が V飢

der waalS 力で積層する。一方で極性官能基を持つ GIU、アスパラギン酸(ASP)、

LySなどは複雑な水素結合を形成するため、アミノ酸によってそれぞれ異なる形

状を示す。

更に、アミノ酸は単体の結晶以外にも塩酸や有機酸との塩、ナトリウム等の金

属との塩、更にはアミン類とも塩を形成する。その他にも結晶多形、水和物の疑

似多形が存在し、非常に多様な結晶を形成する。それぞれの結晶は異なった結晶

構造と物性を有するため、アミノ酸の製造プロセス構築においては各結晶の特

性を知り、単離精製の手段として最適な結晶の状態を選択することが重要であ

る。

Ⅱ

ミ



1.8.分岐鎖アミノ酸とは

Figurel-1 で示した 20 種のアミノ酸のうち、 9 種類は生体内で全く合成でき

ない、もしくは合成量が少ないため体外からの摂取が必要とされる「必須アミノ

酸」である。そのうち、但雌貞が枝分かれしている Val、 Leu、Ⅱe を総称して分岐

鎖アミノ酸(BCAA:Branched・chainAminoAcid)と呼ぶ。 BCAA は、食物タンパ

ク質に含まれる必須アミノ酸の約 50%,筋タンパクに含まれる必須アミノ酸の

約 35%を占めており、 BCAA を補給することで筋肉修復、維持のための材料と

なる。そのため、運動時の筋組織破壊後の筋肉のエネルギー源として、また経口

食事ができない患者の栄養状態改善のために輸液等に用いられ、国内外問わず

年々需要が高まっている刀。

12



1.9.分岐鎖アミノ酸の結晶構造

Val,Leu,Ⅱe結晶はP之の空間群を持つ単斜晶を形成 Dし、 FiguNI-3 に示す

ように外観は薄い板状晶である。結晶構造を見ると、 va1結晶はVa1分子4つを

1単位格子として成長する。0軸方向、 h軸方向はカルボキシ基とアミノ基の水

素結合によって成長するため、親水基が露出する。一方、'軸方向は単位格子同

士がアルキル基のWanderwaalS力による弱い相互作用で結合するため、疎水基

が露出する。'軸方向は相互作用が弱いため、成長速度がα軸、h軸と比較して

遅く、薄い板状結晶となる。

Va1の結品構造に焦点を当てると、(0OD面は一般に面積が最も大きくなる面

である。(001)面は表面に露出する官能基が仰佳貞のイソプロピル基であり、表面

に高い疎水性を持つ。そのため、 va1結晶は真比重が1 を超えているにも関わ

らず、水面に置くと表面張力で浮遊する。

Va1結品は浮遊することで水への接触面積を低下させているため、溶解性が

悪い。本性質はVa1結晶を溶解、加工するユーザー側のハンドリング性を低下

させる大きな要因の・ーつであり、改善することで製品価値が向上すると老え

る。そこで、結晶の形を変えて沈降させることで低溶解性や浮遊性等の物性を

改善し、製品価値の向上、プロセス改善に寄与すると老えられる。

B
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1.10. va1 の晶析

Va1の晶析プロセスにおける課題は、結晶成長、不純物の分離の2つに大別さ

れる。

まず、結晶成長についてはその結晶の薄さから、工業晶析において成長前に晶

析缶内の撹枠によって破砕され、微細化してしまう。微細化すると沈降性が悪く、

浮遊しやすいVa1は気液界面で固い泡層を作り、均一に撹押することを困難にす

る。また、固液分離時の分航性が悪くなるため晶析工程の生産性を低下させる大

きな問題となる。発泡は消泡剤を用いることである程度防ぐことはできるが、高

純度を求められる最終の晶析工程では使用することはできない。また、市場で流

通する殆どのVa1は発酵法によって製造されるが、発酵の際に目的のアミノ酸以

外にも F電UN I-4 に示す生合成経路の近い類縁体を生産している。これら類縁

体は構造および物埋化学的性質が非常に近しく、樹脂や膜による分籬が困難で

あるため晶析工程での分離を期待するしかない。最も単純な晶析方法は水を溶

媒とした濃縮晶析、冷却晶析だが、しばしば類縁体が結晶中に取り込まれ、品質

が低下する問題が発生してきた 8)。これは Va1 だけではなく、 Leu、Ⅱe 等他の

BCAAでも同様の物性であるため、同様の問題が発生している。育種や発酵技術

は格段に進歩したが、類縁体を完全に生産させないまでには至っておらず、これ

までも晶析を工夫して類縁体を除去してきた。

Stei血e稔a ら 9)はBCAA に塩酸を多量に添加し、塩酸塩として晶析すること

で純度が上げることを見出した。しかし、BCAA塩酸塩の水への溶解度が高いこ

とから、収率が低くなる問題があった。また、工業プロセスにおいて製造環境に

おける管理が難しく、かつ塩酸は腐食性が高く設備に大きな負荷がかかるため、

多量に添加するフローは好まれない。

一方で、沈殿剤と呼ばれる有機低分子を添加し、複塩を形成させて晶析する沈

15



殿剤晶析も古くから研究されている。沈殿剤としては、β・ナフタレンスルホン酸

が Bergmann ら】の,ベンゼンスルホン酸, P、トルエンスルホン酸が千畑ら川、12),

エチルベンゼンスルホン酸,3,4、ジメチルベンゼンスルホン酸が長谷川 B),N)らに

よって報告されている。これらは全て"gurel-5 に示すようなべンゼンスルホ

ン酸およびその誘導体であり、構造によって液中のどの BCAA と複塩を形成す

るかが変化するため、通常の晶析と比較して類縁体の分離を精度良く行うこと

ができる。

塩酸塩晶析法、沈殿剤晶析法どちらも実際に工業化されているが、複塩を形成

しているため、純品を取得するためには脱塩酸、脱沈殿剤のための工程が必要に

なる。したがってプロセスが複雑化する課題がある。更に、沈殿剤は排水処理で

一般的に用いられる1舌陛汚泥が資化できないため、環境負荷が非常に高く、排水

処理が複雑になるデメリットがある。

以上から、簡素なプロセス構築が要求される工業生産では、前述した水を溶媒

とする濃縮晶析、冷却晶析を基本とし、煩雑な工程を経ない添加剤の開発が求め

られている。

16



0

OH

NH2

Val

OH

NH2

Ⅱe

0

OH

OH

0

0

17

NH2

Ala

OH

NH2

Leu

0

OH

NH2

Nle

0

OH

NH2

a110-11e

OH

NH2

Nva

0

OH

0

(Nva),α・aminobutyric acid (α・ABA) and homoleucine (HOD.

0

Figure l-4. val and val analog.1he n套Ure shows valine (val), alanine (Ala),

NH2

α・ABA

isoleucine (11e),1eucine (1'e川, a110・isoleucine (α110-11e), norleucine (Nle), norvaline

NH2

H01



18

//

0 0
＼〆

＼＼ S＼＼＼＼OH

ノ/

0 0
＼プ

1 ＼
＼＼＼＼OH

ノ/

Figure l-5. Aromatic sulfonate・based reagent.1he ngure shows

β一naphthalenesulfonic acid, benzenesulfonic acid,P・toluenesulconic acid,

P-ethylbenzensuHonic acid and 3,4-dimethylbenzensulfonic acid.

0
 
0

プ
＼
＼
0

＼
/

H

0

ン
＼
＼
0

＼ H＼
/



1.11.日析に剰する'る九

アミノ酸の晶析では、塩酸塩や沈殿剤のような複塩を形成する添加剤だけで

はなく、目的アミノ酸以外の類似アミノ酸のようなテイラーメイド添加剤や、界

面活性剤等について研究されてきた。

1.11.1.添加剤と結晶成長の関係

まず、添加剤と結晶成長の関係について既往の研究を紹介する。

Cabrera15)らは、添加剤と結晶成長阻害について検討を行った。多くの場合、結

晶表面上のキンクに添加剤が取り込まれることで添加剤がヒンのような働きを

し、ステップの前進が抑止される。その際、ピン止めされた箇所以外のステッフ

は曲げられて前進するが、前進速度は低下する。これを Cabrera・vemilyea のヒ

ン止め効果と呼ぶ。

Figure l-6.1he i11Ustation for impurity・induced step pinnin容.16)

ステップ
C-^

ステップ
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このピン止め効果のモデルについて、 Kubotaら恂は、添加剤の吸着と脱着は

いずれも起こりうると考え、 cabrera・vemilyea のモデルに Lan師Uir17)が提唱し

た吸着平衡の概念を適用することで、不純物存在下における工学的なステップ

前進速度式 1-1 を導いた。これはKubota・MU川nモデルと呼ばれ、不純物による

結晶成長阻害のモデルとして広く知られている。

G KC
1 -a・Dα

1十κCG。

Gは添加剤存在下の成長速度、 G0は添加剤非存在下の成長速度、αは不純物

有効定数、κは平衡定数、 Cは添加剤濃度を示す。

G。
1 αθ
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1.下1.2.アミノ酸晶析におけるテイラーメイド添加剤に関する既往研究

アミノ酸の結晶形制御において、数多く研究されているのは類似アミノ酸存

在下による結晶成長阻害である。目的アミノ酸に対する類似アミノ酸の取り込

みは、全てのアミノ酸に共通するアミノ基およびカルボキシ基を不純物が結晶

近傍で脱溶媒和し、表面に吸着することで起こる。吸着した不純物は伯佳貞構造が

異なるために目的アミノ酸の結晶成長を阻害し、結晶成長速度の低下を引き起

こす。このような作用を起こす添加剤はテイラーメイド添加剤と呼ばれてい

る岡。 weissbuch ら円),20)はメインとなるアミノ酸以外のゲストアミノ酸は全て

テイラーメイド添加剤になりうると論じており、アミノ酸の制御したい軸方向

を選択し、それに合ったテイラーメイド添加剤を選択することで結晶の形状を

制御し出来るとしている。テイラーメイド添加剤は従来から研究が行われてお

り、以下にいくつかの例を示す。

Addadiら劫はテイラーメイド添加剤としてアミノ酸の D体と L体を添加し、

結晶成長を観察することで、結晶への取り込み機構を提唱した。ホストにGIUを

用い、 Lys,Dlys,T1Ⅱ,D・Tm等のゲストアミノ酸を用いて検討を行った結果、ゲ

ストアミノ酸は次の機構で取り込まれるとされた。まず、結晶成長面における主

鎖のNHゞ・CO0、と成長面近傍に存在するゲストアミノ酸が通常の結晶成長と同

様の機構で結合する。次に、ゲストアミノ酸が結品表面に結合したら、それに応

じて結晶表面の伯住貞の配向が変化し、規則的にホストアミノ酸が配列すること

を阻害する。
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S飢022)らは GIU・ Na 結晶外形に及ぼす夾雑アミノ酸の影縛に関して系統的に

解明した。各種アミノ酸を添加した GIU・Na 溶液中で結晶を成長させ、その結

晶形の変化や挙動を解析した。例えば、 Ala、 LyS を添加すると、無添加系と比

較して長軸方向が短くなった。これはAlaや LyS が GIU・ Na結晶の長軸端に選

択的に吸着し、長軸方向への成長を阻害しているためと芳察している。また、 D、

GIU を添加すると無添加系と比較してより細長い結晶が得られた。これはD、GIU

が GIU・Na結晶の短軸端に選択的に吸着し、短軸方向への成長を阻害している

ためである。一方で、 ASP を添加した場合は無添加系と同じ姿ながら、粒径が小

さい結晶が得られた。これはGIU と非常に近い構造のASPがGIU・ Na結晶に均

・・に取り込まれたためであると老察している。このように、添加するアミノ酸の

種類によって成長方向を制御可能であることを示した。

Kamei らお)・24)は、Ⅱe の晶析において、結晶成長に深く関与し、且つ純度低下

の主要因である類似アミノ酸の取り込みの機構について明らかにした。 L、Ⅱe 溶

液中にノルロイシン(Nle)等の BCAA類やAla を添加して晶析し、取り込まれた

量や結晶形の変化から類似アミノ酸存在下での結晶成長モデルを提唱している。

結晶が成長するためには結晶化成分が結晶近傍で脱溶媒和する必要があるが、

疎ノk性度の高い、即ち溶解度の低いアミノ酸が優先的に脱溶媒和しやすい。また、

脱溶媒和し、結晶に水素結合で吸着するが、Ⅱe より側雌貞が長いNle の場合、結

晶格子が側鎖方向に拡張し、新たなⅡeの吸着を阻害するため結晶が微細化する。

一方、 L・Ⅱe より伯住貞が短いし・Ala の場合、側住貞による結晶成長の阻害は見られ

ない。結晶成長阻害を起こした結晶の方が相対的に類似アミノ酸の取り込みが

多くなるため、 Nleの方がAlaより取り込みが多く、Ⅱeの純度が低下すると考察

している。
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Yoshiura ら 25),26)は、 va1の回分晶析において、 GIU を添加することでVa1が凝

集し、無添加と比較して結晶粒径が大きく、沈降性の高い結晶が得られること

報告した。 va1結晶は通常鱗片様の薄板状結晶を形成し、表面が疎水性のため

水系晶析中では浮遊している。そこに GIU を 0.ト1%添加することでし・va1結晶

中にGIUが取り込まれ、表面に負電荷を帯びたカルボキシ基が露出する。そこ

に正に帯電したVa1クラスターのアミノ基が引き寄せられ、凝集することで結

晶が大きくなり沈降性が改善する。 GIUだけでなく、同じく側佳貞にカルボン酸

を持つ2、アミノアジピン酸(AAA)でも同等の効果を確認できており、側鎖の力

ルボン酸が大きな役割を担っている本メカニズムを支持する。

BaⅡesteroS27)らは Ala の結晶成長および形状に及ぼすゲストアミノ酸の影紳に

ついて検討を行った。 Ala に対して Leu、 phe を添加すると、 Ala結晶は(21の面

が発達する。また、無添加時とLeu、 phe添加時の成長速度の差を測定し、添加

するゲストアミノ酸の種類によって成長機構の変化がないことを示した。また、

成長速度の抑制効果はLangm山r吸着モデルと良く相関することから、ゲストア

ミノ酸はV飢derwaalS力等の弱い相互作用力で吸着することが律速であると芳

察している。

A加町ら御はテイラーメイド添加剤の添加時における結晶形状の変化につい

て、吸着エネルギーのシミュレーションで算出し、比較することで予測している。

水系の濃縮晶析において、Ⅱe をホストとし、 LeU を添加したときの各面の吸着

エネルギーを Habit95 およびMaterialstudi0 というソフトを用いて算出し、取り

込まれやすい面を予測している。計算すると、 LeU はⅡe の(10の,(10の,(0ID,(11の

面に吸着しやすく、その中でも特に aoo)面への吸着エネルギーが低いという
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結果になった。よって(100)面に優先的に吸着し、 h 軸方向の成長が阻害され

る。Ⅱe は通常h 軸方向に長い六角形の薄板状の結晶になるが、 LeU を添加する

ことで h 軸方向への成長が阻害され、結晶形が正六角形の薄板状結晶に近づく

と予測した。本結果は実験系でも良く再現されているため、著者らは結晶成長を

制御するテイラーメイド添加剤をスクリーニングする際の 1 手法として、吸着

エネルギーの比較という方法を提案している。

Koolman ら 29)は、Ⅱe 結晶について晶析実験と Plot3D を用いたシミュレーシ

ヨンを行うことで実験結果に対して理論的な者察をしようと試みている。Ⅱe溶

液中にVal、 LeU をそれぞれ添加したときの晶析挙動を観察した。その結果、 Leu

を添加した場合は結晶形の変化が見られた一方、 va1 では殆ど見られなかった。

Ⅱe結晶は単位格子あたりⅡe分子が4分子存在し、分子同士が水素結合を介し

て強固に結合している。また、単結晶X線回折の結果、Ⅱeの側住貞同士はb軸方

向では3.74Aの距離を空けて隣接している。そこに LeUが取り込まれると、 Leu

伯佳貞の炭素とⅡe伯住貞の炭素間の距離が最短2.69Aまで近くなる。Kitaigorodskゾフ)

によると、炭素原子同士には斥力が働いているため、結合していない炭素同士の

距離は通常の環境だと3.OAが最短であり、3,0人未満の距離だと存在するのが厳

しいと述べている。そのため、LeUの存在下では新たなⅡeが吸着しにくくなり、

h軸方向の結晶成長を阻害している。一方で、 va1はⅡe結晶中に取り込まれても

Va1側住貞とⅡe伯佳貞の炭素間距離が最短 39Aと長いため、Ⅱe分子が近づきやす

く、結晶成長は殆ど阻害されない。これによって、類似構造、類似1勿陛を持つ

BCAA同士でも、ホスト、ゲストの組み合わせによって取り込まれた時の結晶成

長の挙動が変化することが明らかになった。
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P010ni ら 30)は、 cyS 分子がジスルフィド結合したアミノ酸である Cystine

((cys)Dの結晶成長と添加剤の構造による結晶成長阻害能の相関について、ステ

ツプ伸長速度の実測と動力学分析を用いて検討した。まず、(cys)2のC軸方向で

ある{0001}面に対し、(cys)2誘導体、cyS 誘導体、更にシスチン尿症治療用の FDA

承認薬を用いて、ステップ速度比を液中AFM による観察から測定すると、(cys)2

のジエステル、およびジアミドが高い結晶成長阻害を見せた。キンク結合エネル

ギーを動力学計算から算出、しても同様にジエステル、ジアミド体のエネルギー

が最も低く、計算値と実験の傾向が一致した。ー・方で、添加剤存在下で成長させ

た(cys)2を偏光顕微鏡で見ると、結晶成長阻害は明らかに面選択的に起こってお

り、添加剤は{1010}面に選択的に吸着していた。更に、モノエステルのような非

対称の添加剤に結晶成長阻害能が低かった。シスチン尿症の治療薬として、チオ

ール、ジスルフィド交換反応によって非対称のシスチン誘導体を合成し、結晶成

長を阻害する機構でシスチン尿症を治療する化合物がある。ただし、その化合物

自体に結晶成長阻害剤としての効果ではないことを明らかにした。
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1.11,3.アミノ酸晶析における界面活性剤に関する既往研究

アミノ酸のテイラーメイド添加剤以外にも添加剤の検討がされている。その

中でも、結品成長は分子の吸着と相関性があることが報告されているため、結晶

表面の電荷を変化させる界面活性剤は結晶成長に影響を及ぼすと考えられた。

Zumstein ら 3DはⅡe の結晶の結晶成長における界面1舌性剤の影響を調べてい

る。まず、Ⅱeの結晶面の相対成長速度は界面1舌性剤無添加系において11e表面の

アミノ基およびカルボキシ基由来の電荷によって制御される。そこに界面活性

剤を添加して結晶成長を変化させるが、その種類によってもⅡeの結晶成長の挙

動は変わる。例えば、アニオン系、ノニオン系(非イオン系)界面活性剤は成長

の速い"軸方向の成長面に吸着することで成長を阻害し、結晶形をウィスカー

状にする。一方で、カチオン系界面1舌性剤は吸着の面選択性がなく、品癖に大き

な変化をおよぼさない。また、疎水性の高い界面活性剤は疎水性面である(001)

面と非常に良い親和性を持ち、結晶表面に分散吸着する。臨界ミセル(CMC)濃

度は界面活性剤の疎水性を測る指標として使うことができ、 CMC濃度が低い程

疎7k性度が高い。

Ga血ら勤は界面1舌性剤を用いてGIUの多形を制御し、その機構を老察してい

る。 GIUには準安定形α、安定形βの2種類の多形が存在する。はじめα結晶を

取得していても、温度や過飽和の条件によっては化結晶の表面からβ結晶が析

出してきて、やがてβ結晶が大半を占めるという現象が起こる。しかし、界面活

性剤は添加することでα結晶表面からのβ結晶析出を阻害することが明らかに

なった。すなわち、結晶表面に付着する界面活性剤がβ結晶の成長を阻害してい

ることになる。また、β結晶の成長を阻害するためには界面活性剤をCMC濃度
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未満にする必要がある。なぜなら、結晶表面に緩いミセル様の構造(Hem血ice11e)

を形成することが重要であり、 He加miceⅡe を作る濃度領域は CMC 濃度以下で

あるため、と述べている。界面1舌性剤の吸着状態である He加miceⅡe に関しては

最も可能性の高い構造を予測しているが、その検証については議論していない。

これら既往の研究は、例えばテイラーメイド添加剤の場合、主にホストアミノ

酸に取り込まれることによって結晶形を変えており、実プロセスに応用するに

際し、大量の副原料が必要であり、かつ純度の低下が懸念される。一方、界面活

性剤の場合、テイラーメイド添加剤と比較してより低濃度で結晶成長速度を変

化させることができると芳える。しかし、より望む結晶形にしたい場合、添加剤

の最適化を行う必要がある。その際、構造と結晶成長に与える影響との相関を把

握することが必要だが、明らかになっていないのが現状である。

本研究の目的1.12

本研究ではVa1に焦点を当て、結晶成長を変化させる添加剤の構造と結晶成長

の変化との相関を明らかにする。最終的に、任意の結晶形に変化させる添加剤を

デザインするための基礎的な知見とすることを目的とする。
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2章.添加剤添加による外観の変化
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2.1

既往の研究から、結晶成長に及ぼす添加剤が数多くあることが明らかになっ

ている。特に、界面活性剤力泌吉晶外観に影響を与えていたため、本章では界面活

性剤を振り、結晶の外観に影響をおぼよすか検討した。また、特に界面活性剤の

どの構造が外観変化に寄与したのか検討を行った。次に、非常に多く取り込まれ

ることが知られている BCAA類縁体についても検討を行った。これらの検討結

果から、どの構造が結晶成長を変化させるかを明らかにすることを目的とする。

目的

2.2.実験方法

まず、 va165g を 60゜C の温浴中で水 10oog に溶解し、 6.5g/10og・H.0 水溶液

(40OC飽和水溶液)を作製した。その水溶液を分注し、添加剤濃度が5.6mmovdm3

U m01% w vaD になるようにそれぞれ添加剤を添加した。作成した添加剤入り

Va1飽和ノjq容液を 10cm3 とり、直径 6Cm のシャーレに入れ、蓋をして室温で 3

日放置した。結晶が析出するので、析出した結晶を精密ピンセットで液中から取

り出し、表面の付着溶液を丁寧にふき取った。得られた結晶を走査型電子顕微鏡

(SEM)で撮影し、外観を比較した。
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2,3.使用添加剤

スクリーニング対象とした添加剤を F電Ure2-1、Figure2-2、Figure2-3 に示す。

山スルホン酸系添加剤

dodecylben2ensulfonic acid
ΦBS)

"

S03H

S03H
ノ/'

＼＼

Sodium octylbenzensulfonic acid
(SOBS)

S03HS03Ne ノ/'

＼＼

7

◇。_◇"
.

benzensulfonic acid

田S)

S03Na
Ⅱ

toluensulfonic acid

(TSOH)

diphenyゆhosphinobenzenesulfonic acid
ΦPPBS)

Sodium dodecylsulfonic acid
(SDS)

Figure 2-1. chemicalstructures ofsuHonic acid・based additive.1he ngure sho、ΨS

dodecylbenzensulfonic acid (DBS), sodium octylbenzensulfonic acid (SOBS),

S03Na
7

toluenesulfonic acid (1SOH), benzensulfonic acid (BS),

d印henylphosphinobenzensuHonic acid (DPPBS),sodium dodecylsuHonic acid

S0山山η Octylsulfonic acid
(SOS)

(SDS) and sodium octylsulfonic acid (SOS).
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(2)4級アンモニウム塩系添加剤

・＼
ーーーーー

dodecyltrimethylanmonium chloride
ΦIMAC)

@
CI

tetra111ethylanmonium chloride
(1NIAC)

・＼
ーーーーー

ノ/

dodecyltrimethylanmonium chloride
(0INIAC)

＼＼ N/

1＼ 1.。ρ
ノ/

＼゜1>
■ぐ>

benzalkonium chloride

田ZCD

Figure 2-2. chemicalstructures ofquaternary ammonium・based additive.1he

ngureshows dodecyltrimethylammonium chloride (DIMAC),

dodecyltrimethylammonium chloride (0IMAC),tetamethylammonium chloride

(1MAC), benzyltriethylammonium chloride (BIEAC) and benzalkonium chloride

R = C8Hワ~ C相H37

benzyltriethylarlmonium chloride
田IEAC)

(BZCD.
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(3)類縁アミノ酸系添加剤

L・Leucine

(ι・Leu)

Figure 2-3. chemicalstr11Ctures ofval analog.1he ngure sho、NS L-keucine (L-keu)

and D-keucine (D-1'eu).

H2N

人
COOH ゛ーヘ。。。,

D・Leucine

(D・Le山
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2'4.スルホン酸系添加剤存在下におけるVa1結晶外観

2.4.1. va1結晶の外観

SEMで撮影した外観の写真をFigure2-4 に示す。無添加ではほぼ正六角形の

板状結晶が得られるが、ドデシルベンゼンスルホン酸①BS)を添加すると非常

に細長い六角形の柱状結晶になった。また、 DBS よりアルキル基が短いオクチ

ルベンゼンスルホン酸ナトリウム(SOBS)を添加するとDBS程細長くならない

が、細長い結晶が得られた。更に短いP・トルエンスルホン酸(TSOH)、アルキル

鎖を無くしたべンゼンスルホン酸(BS)を添加すると、ひし形の結晶が得られ

た。アルキル鎖の代わりに嵩高いジフェニルホスフィノ基を付けたジフェニル

ホスフィノベンゼンスルホン酸①PPBS)を添加すると、六角形を維持できず、

一部輪郭が曲線的な結晶が得られた。 DBS からべンゼン環を除いたドテシルス

ルホン酸ナトリウム(SDS)を添加すると、 SOBS のような若干細長い六角形の

結晶が得られた。SDS のアルキル鎖を短くしたオクチルスルホン酸ナトリウム

(SOS)を添加すると、殆ど無添加時と同じ形状の結晶が得られた。
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Figure 2-4. SEM phot0套raphs ofvalcrystal crysta11ized in the absence ofadditives

(A), and 血 the presence of5.6 mmovdm3 DBS (B), SOBS (C),1SOH (D), BS (E),

DPPBS (F), SDS (G) and sos (H).
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2,4.2.考察

スルホン酸系添加剤は主にスルホン酸基がVa1表面のアミノ基に吸着し、結晶

成長を阻害すると老えられる。結晶構造の単位格子から各面の露出する置換基

を判断すると、α軸方向が(10の、 d0の面共にアミノ基が露出しており、阻害が

あると推測される。対して、(Ⅱの、 aiの面方向は片面にアミノ基、もう・一方に

カルボキシ基が露出しており、"軸方向程の阻害は受けないと老えられる。以_上

から、"軸方向に大きな結晶阻害が生じるため、DBS添加時の結晶に代表される

ように、結晶が細長くなったと芳えられる。

添加剤の構造と結品の外観の関係について者察する。まず、アルキル鎖が長い

程結晶が細長くなる傾向が観察された。アルキル鎖が長い程(10の、(i0の面方向

に吸着しやすいと芳えられる。・・方、 BS、 TSOH ではひし形の結晶が得られた。

ひし形の結晶は、 0 軸面方向に殆ど吸着せず、 alo)、(1iの面等の h 軸方向が結

晶成長阻害を受けることで牛じると考える。即ち、アルキル鎖が殆どない添加剤

はa0の、(i0の面に殆ど吸着しないと推測される。また、 DBS と SDS を比較する

と、ベンゼン環を有する添加剤の方が結晶の形状はより細長く変化した。このこ

とから、ベンゼン環の存在が吸着しやすさに大きく影縛していると老える。これ

ら吸着挙動の詳細に関しては、 3章、 4章で詳しく検討する。
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2.5.4級アンモニウム塩系添加剤存在下における Va1結晶外観

2.5.1. va1結晶の外観

SEM で撮影した外観の写真を Fig吋e2-7 に示す。塩化ドデシルトリメチルア

ンモニウム①TMAC)を添加すると、 DBS程細長くはならないが、無添加と比

較して結晶が細長くなった。DIMACのアルキル鎖を短くした塩化オクチルトリ

メチルアンモニウム(OTMAC)、塩化テトラメチルアンモニウム(1MAC)を添

加すると、無添加と殆ど変わらない六角形の結晶が得られた。アルキル基の代わ

りにべンゼン環をつけ、かつトリエチルアンモニウム基にした塩化べンジルト

リエチルアンモニウム田TEAC)を添加すると、上から見るとTMAC と同様の

外観であった。ただし、厚みが増加している傾向が観察された。塩化べンザルコ

ニウム(BZCD を添加すると今度は逆に非常に薄く、細長い結晶が得られた。
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2.5.2 考察

スルホン酸系と比較すると、 B2a を除き、水平方向の外観の変化は小さかっ

た。その中でも、最も但雌貞が長いDIMACが最も細長くなる傾向が観察された。

OTMACやTMAC は殆ど変化が見られないことから、殆ど吸着されないと考え

られる。

BTEACを添加すると、水平方向への変化は殆どなかったが厚み方向に成長す

る傾向が観察された。本現象に関しては4章で芳察する。

BZC1を添加すると、薄く、細長い結晶が得られた。厚み方向である'軸方向

の(0OD面はイソプロピル基が露出しており、疎ノk性を有している。そこに長鎖

で疎水性が高いBzaが吸着することで、C軸方向が阻害され薄くなったと吉え

る。
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2.6.類、アミノ子在におしる Va1結日

2.6.1. va1結晶の外観

SEMで撮影した外観の写真をF地Ure2-8 に不す。しLeU を添加すると結晶面が

ところどころ削れ、面に凹凸がある結晶が得られた。方、D、LeU を添加すると、

無添加時と殆ど変化がない結晶が得られた。

A

Figure 2-8. SEM photographs ofvalcrystal crysta11ized in the absence of addiⅡVes

(A), and in the presence of5.6 mmovdm3 L・1,eu (B) and D、keu (C).

./f
、卓・"

C

^

^

叉

42



2.6.2.考察

エ、LeUを添加するとは結晶表面が直線的ではなく、輪郭に細かい凹凸がある結

晶が生じた。結晶表面にし、LeUが吸着することで部分的に結晶成長が阻害される

ことで、凹凸がある結晶が生成したと老える。それに対し、 LleUのエナンチオ

マーである D、LeU添加時の結晶はBLK と殆ど変化はなかったことから、殆ど吸

着、相互作用しなかったと老える。立体が反転することで相互作用に大きな差が

生じた機構については、5 章にて深く検討する。

2.フ.まとめ

本章ではスルホン酸系、4級アンモニウム系、類縁アミノ酸系の3種類につい

てスクリーニング、結晶形の変化の傾向を観察した。

スルホン酸系、4級アンモニウム系は共にべンゼン環、アルキル基が存在する

界面活性剤の方が界面活性剤ではない添加剤と比較して結晶形の変化は大きく、

細長い結晶が得られる傾向が観察された。類縁アミノ酸系について、L体は輪郭

に凹凸を生じされるが、D体は殆ど変化がなく、同じ立体の物質のみが結晶に対

して影響を及ぼした。

まず、3章、4章では結品形に変化をおよぼしたスルホン酸系界面活性剤を中

心に、構造と吸着、結晶成長について深く芳察する。また、5章では類縁アミノ

酸系添加剤と Va1 結晶との相互作用と晶析時に得られた結晶の特徴について検

討する。
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3章.添加剤の構造とVa1表面への吸着挙動
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3,1 目的

2章では様々な種類の添加剤を用い、結晶の外観が変化することを示した。添

加斉川よ結晶に付着し、ca价e松・ve如ilyeaのピン止めモデルによってステップの成

長を抑制し、結晶成長を阻害すると考えられる。すなわち、結晶の外観を変化さ

せるためには、添加剤がVa1表面に吸着する必要があり、 va1表面への吸着挙動

は外観変化と大きな相関があると吉えられる。一方、結晶は面によって露出する

置換基が異なるため、付着量、すなわち結晶成長阻害能が面ごとに異なると推測

される。そこで、添加剤の構造と吸着挙動の相関を明らかにし、結晶形を変化さ

せるために重要な構造を明らかにすることを目的とする。
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吸着モデルの決定3.2

まず、2章にて最も結晶形の変化が多様であったスルホン酸系添加剤について、

どの構造がVa1結晶への吸着に寄与しているのか、吸着実験を用いて評価を行っ

た。評価を行う前に、どのような吸着状態であるかを決定するため、吸着モデル

へのフィッティングを行い、スルホン酸系添加剤の吸着モデルを決定した。

3.2,1.実験方法

① 25゜C飽和Va1水溶液を作成した。

②①に添加剤を濃度が 10'~10' mmovdm'まで広範囲になるように添加した。

③添加剤含有Va1飽ネ畍容液70m'を 50om'ファルコンチューブに入れ、結晶

0.5g を投入した。 BS と TSOH はDBS 吸着量カリr常に少なったため、結晶

を lg投入した。

④事前検討において 10分以内に平衡に達することを確認したため、ボルテッ

クスを用いて2分に 1回撹押する作業を20分行って吸着平衡状態にした。

⑤結晶添加後の溶液を演過し、上清を取得した。

⑥⑤で得た上清と、結晶投入前の溶液中に含まれる添加剤濃度をHPLCで定

量した。

⑦結晶添加前後の添加剤濃度から吸着量を定量した。

実験に使用したDBSおよびその誘導体の構造をFigure3-1に示す。吸着に使

用した結晶は味の素株式会社製造の医薬用グレードのVa1である。粉砕前のVal

の結晶粒度分布はメジアン径①50)が 146μmだったが、吸着量を増やすため

に表面積を増やし、かつ各結晶面がなるべく均一に露出させるように D50 を

33μm まで粉砕した結晶を使用した。
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Sodium dodecylsulfonic acid

S03H

()。ノ◇四
0
DPPBS

diphenylphosphinobenzenesulfonic
acid

47

/
＼/

＼



3.2.2.分析条件

装置:SHIMADZUHPLC IOAD

カラム: shodexAsahゆak GF・310HQ (フ.5mm l.D.×30omm)

注入量:0.02Cm3

流量:0.6 Cm3/min

分析時間:25 min

カラム温度:40゜C

バッファー:50 mmovdm3 Naclaq./MecN = 33/67

検出法

①芳香環を含む添加剤:UV220nm

②芳香環を含まない添加斉小示唆屈折率計(RD、 P山itivo
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3.2.3. Langmuirモデルによるフィッティング

Langmuir式靭は 3-1式で示される吸着等温式であり、1舌性炭工程における不

純物の淘汰能の試算等に頻用される。

qは吸着量、q'は単位表面積あたりの飽和吸着量、κは吸着平衡定数、 Cは平衡

濃度を示す。

3-1式を 3-2式に変形し、横軸に C、縦軸に C匂をとって吸着等温線を引くと、

L肌gm山rモデルに則って吸着する物質は直線となる。これをLangmUⅡプロット

と呼ぶ。

q
qsKC

1十κC

1

,(3-2)十^

仏κ

取得したスルホン酸系界画活性剤の吸着等温線について、3-2式から直吊臭性を

確認した。その結果を Figure3-2 に示す。 BS やISOH、 DPPBS のような界面活

性を持たない添加剤では、 Langmuir プロットの直線は 1 本になった。一方で、

DBS、SOBS、SDS の様に界面1舌性を持つ添加剤はLangmU辻プロットが折れ曲が

る現象が確認された。このことから、界面活性を持つ添加剤は全濃度領域で

L肌gmuirモデルの吸着として近似することができないと老える。

直線が折れ曲がる界面活性剤の場合、従来は低濃度側の直線の傾き、切片から

κを算出し、高濃度側の直線の傾きから仏を算出していた。しかし、直線が折

れ曲がるということは、単層モデルである本モデルを用いることが不適であり、

1 つの式で広い濃度範囲をカバーできる別のモデルを適用すべきであると者え

.(3-1)
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3.2.4. Freundlich 式によるフィッティング

F鵜Undlich式は、 3-3 式に示す Herbert Freundlich によって提唱された経験式で

ある。

q = kC元 (3-3)

q は吸着量、 Cは濃度、 kと"は定数である。横軸を C、縦軸をq にして両対数

グラフにすると直線に乗るという特徴がある。そこで、実験結果のプロットが直

線に乗るか検証を実施した。 Figure3-3 に吸着等温線の両対数グラフを示す。

DBS は 10mmovdm3以上の濃度で直線の傾きが減少したそれ以外の添加剤は全

て直線性が確認された。両対数グラフであり、ある程度データの振れは吸収でき

るのが Fre山dlich 式の特徴であるため、 L飢gmUⅡ式と比較して広い濃度範囲で

プロットが直線に乗っていると芳える。

1

一方、 Freundlich 式で吸着挙動を議諭するにはいくつか課題がある。まず、

F祀Undlich 式は C を無限大まで大きくすると、 q は LangmU廿式の様に飽和吸着

量に漸近せず、無限に発散してしまう。そのため、 Freundlich式はある程度低濃

度の領域でしか使用することができない。そのことを示しているDBSのグラフ

は、10mmovdm3以上の高濃度のプロットが若干直線より下に位置している。吸

着力喰包和に近づき、傾きが減少していると苦える。以上から、 Fre如田ich式は高

濃度領域でのフィッティングには不向きであると老える。
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3.2.5.ヘミミセルモデルによるフィッティング

界面活性剤の吸着は Figure3-4 に示す Scamehom ら 6)の提唱する reV剖Se

Orientation モテル、Figure3-5 に示す Rupprecht ら刀の十是唱する Sma11Surfacemice11e

モデルに代表されるように、吸着面の表面に集合体(ヘミミセル)を形成して吸

着することが知られている。ヘミミセルを形成するということは、1つの吸着点

に対して複数の分子が吸着していることになる。即ち、 LangmU廿のような単層

吸着ではなく、ヘミミセルを老慮したモデルが原理上最適であると芳える。

そこで、ヘミミセルを吉慮した吸着等温式が Z加8),9)らによって提唱された。

著者らの報告では導出過程を一部省略していたので、本報告では改めて原理、原

則から式の導出を行った。

ヘミミセルの形成の模式図を FiguN 3-6 に示す。ヘミミセルの形成は 2 ステ

ツプに分けられる。1ステップ目は、吸着サイトヘモノマーが吸着する。

blank site 十 monomer = adsorbed monomer

モノマーが吸着するときの吸着速度玲、および脱離速度Vdは次の様に表される。

Ⅶ= k。C(qb 十 qDa 一の

Vd = kd(qb +の)θ

qbは空の吸着サイト数、仏は単層吸着しているモノマー量、θは吸着サイトの被

覆率、 Cは平衡濃度である。吸着平衡時においてⅦとVdが等しくなる。

k。C(qb 十 qD(1 一の* kd(qb + q,)θ

被覆率θは次のように定義される。

θ
ql

qb 十 ql

53

1会= vd



qb 十 ql

以上から、1ステップ目の平衡定数ゐは3-4式で表される。

ql
,(3-4)kl ^

qbc

2 ステップ目は、 Figure3-7 に示すようにモノマー吸着層に対してπ・1個のモノ

マーが集まり、"個のモノマーが会合したへミミセルを形成する。

(η一 1) monomerS 十 adsorbed monomer = hemimice11e

ヘミミセルが形成されるときの形成速度V配、およびへミミセルがモノマーにな

る脱離速度Vd2は次の様に表される。

V配= k配C"ー'(の十 qh机)(1- eD

V虎= k虎(q.+ qh机)の

qh机は形成されたへミミセルの数、θ2はへミミセル形成率である。吸着平衡時に

おいてV配とVd2が等しくなる。

k配C"一Υの十 qh机)(1 - eD * kd.(q,十 qhm)の

k配C"ー'(1- eD * k虎の

ヘミミセル形成率θ2は次のように定義される。

qh机

1 θ

ql

qb

ql + qh机

1

ql + qhηι

以上から、 2ステップ目の吸着平衡定数bは3-5式に表される。
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qlCπ一1

表面に対する界面活性剤の吸着量qは3-6式に表される。

q = q,十πqh机,.(3-6)

また、高濃度において、全ての吸着サイトに添加剤によるへミミセルが形成され

る状態における吸着量q伽(単位面積当たりの飽和吸着量仏とほぼ同義)は 3-フ

式の様に表される。

k2
qh7π

q伽=η(吼十 qb 十 qhm),.(3-フ)

3-6 式に 3-4、 3-5、 3-7 式を代入すると、 3-8 式が導出される。本報告では、この

モデルをへミミセルモデルと表記する。

.(3-5)

1 + k.C(1 + k.C"ーリ

q は吸着量、 q'は単位面積当たりの飽和吸着量である。3・8 式はへミミセルを形

成しない場合、即ち k2瓢0,n=1 の条件で3-9 式に示す通り、 Langmuir型に近似

することができる。このことから、単層吸着になる非界面活性剤の添加剤につい

ても適用可能である。

q

qsk,C(ー+ k.C"ーリ

1 + klc

ヘミミセルモデルを用い、吸着実験で得られた吸着等温線のプロットについて

Exce1のソルバーを用いてフィッティングを実施した。その結果を FiguN3-7 に

示す。いずれの添加剤も広い濃度範囲で精度良くフィッティングできることが

分かった。ヘミミセルモデルはLangmuirモデルやFreundlich式と比較して、広

い濃度範囲で適応可能である。また、吸着モデルが明確であるため、各定数に
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も物理的意味を持つ。以上から、界面活性剤の吸着に関する議論はへミミセル

モデルを使用することが最適であると芳える。

以上より、 va1への界面1舌陛剤の吸着挙動はReverseorientation モデル、または

SmaⅡSurface miceⅡe モデル等のへミミセルを形成する機構で吸着していると芳

える。どちらの機構も比較的高濃度領域の吸着挙動としてはほぼ同等であり、ど

ちらかを断定することは本吸着実験だけではできないため、液中AFM等での観

察によってへミミセルの状態を観察する必要がある。

56



Figure 3-4.111Ustration of reverse orientation model.34) Additive is sDS, and

adsorbentis alumina.1n quite low concentration, adsorption amountis increased

Iinary f0ⅡOwing Henly la、W (D. Adsorption amountis increased because sDs is

interacted each other and hemimice11e is formed aD. Hemimice11e is grown alD.

、Nhen sDs concentration is over cMC, adsorption amountissaturated (1V).
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adsorped sin套le layer at low concentraion (a). Active point is saturated by addtive
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Figure 3-6.111Ustration of hemimice11e model aS 2 Step adsorption.1n nrst step,
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3.3,va1表面への吸着に対するアルキル鎖長の影響

ヘミミセルモデルを用い、アルキル鎖長と吸着に関わる定数の相関を検討し

た。まずは、アルキル鎖長の異なる BS、 TSOH、 SOBS、 DBS の4添加剤につい

て、 Figure3-7 で示したフィッティングによって得られた定数を lable3-1 に示

す。 BS、 1SOH はへミミセルを形成しないため、 k2=0、と置いてフィッティング

を実施した。

まずたに注目すると、アルキル鎖が長くなるにつれて島は上昇する傾向が見

られた。即ち、アルキル鎖が長くなるにつれてVa1結晶の吸着1舌性点への吸着が

しやすいということを示す。疎水性面への吸着については、疎7K陛相互作用によ

る駆動力が芳えられる。疎水性はアルキル鎖が長くなるにつれて強くなる。その

ため、疎ノK性面へ吸着しやすくなり、k1が増加したと吉えられる。また、親水性

面への吸着においても、単層吸着時に両隣の添加剤分子同士で相互作用しあう

と者えられる。その際、アルキル鎖が長い方が相互作用しやすく、単層吸着が安

定すると芳えられる。

b に注目すると、 b もアルキル鎖が長くなるにつれて上昇する傾向が観察さ

れた。ヘミミセルを形成する臨界濃度は CMC と相関があることが知られてお

り、 CMCはアルキル鎖が長い方が低い値であった。このことから、アルキル鎖

長が長い方がより低濃度でへミミセルを形成することができるため、 DBS は

SOBS より k2が高かったと芳える。

次に、平衡定数同士を比較すると、 bは島と比較して非常に低かった。 この

ことから、低濃度範囲では単層吸着が支配的であり、吸着活性点が殆ど飽和に近

い状態にならないとミセルは形成しないことを示していると芳える。

また、仏は BS、 TSOH が 104 mmovdm3オーダーである一方、 SOBS、 DBS は

10、3mmovdm3オーダーと大きく異なった。ヘミミセルを形成する SOBS、 DBS は
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ヘミミセルの分だけBS、 TSOH と比較して仏が大きくなると考える。しかし、

吸着1舌性点 1つ当たりの分子数"は2~4程度であることから、オーダーレベル

で仏が変化する現象には別の理由があると考える。その理由について仮説を挙

げる。添加剤濃度がCMCを超えると、水中の界面活性剤の殆どはミセル分子と

なり、吸着した分子の一音隣よ吸着活性点への単層吸着を経由してへミミセルを

形成するのではなく、1会合体あたりの分子数が10~100程度の大きいミセルが

直接Va1表面に吸着した可能性が芳えられる。本仮説を立証するためには、水中

AFM等でVa1結晶表面に吸着したミセルの状態(ミセルサイズ等)を確認する

必要があると老える。
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3,4.va1表面への吸着に対するべンゼン環の影響

ヘミミセルモデルを用いて、 DBS のべンゼン環の有無による影響にっいて比

較、芳察を実施した。 Fi套Ure3-7で示した吸着等温線について、フィッティング

で算出されたパラメーターを lable3-2 に示す。

まずh を見ると、ベンゼン環の存在によって Va1結晶表面の吸着活性点に非

常に吸着しやすくなっていることが明らかとなった。また、k2も同様にべンゼン

環の存在によって吸着しやすくなる傾向を示しており、アルキル鎖長のときと

同様でべンゼン環があることで CMC が低下し、対応して bが上昇したと老え

る。また、仏はいずれもほぼ同等の数値を示した。どちらもミセルを形成し、か

つπも大きく変わらないことから、仏は同等になったと老える。

DBS と SDS を比較すると、疎水性面に対しては SDS の場合アルキル鎖同士

の疎水性相互作用のみだが、 DBS はそれに加えて Figure3-8 に示すようなべン

ゼン環のπ電子とアルキル鎖間の弱い水素結合である CH/π相互作用が存在す

る。それによって、より吸着しやすくなったと老えられる。
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添加剤の吸着に対する共存Naの影響3.5

3.5.1.背景・目的

これまで使用してきた添加剤の中で、試薬として購入可能な形態によって

SOBS の様にナトリウム塩である添加剤と、 DBS のようにフリー体である添加

剤が混在していた。そこで、ナトリウム塩になることによってVa1表面への吸着

量に差が生じるか否か、検証を実施した。

3.5.2.実験方法

実験方法をFigure3-9 に示す。添加剤は最も吸着量が大きく評価しやすいDBS

を選択した。

① 25゜C飽和Va1水溶液を作成した。

②飽和V田水溶液に添加剤を所定の濃度になるように添加した。添加剤濃度は

10・3~10lmmovdm3オーダーまで広範囲になるように振った。

③添加剤溶液にNaa を添加剤と等モル添加し、ナトリウム塩相当の濃度にな

るようにした。

④添加剤含有V址飽和溶液70m'を50om'ファルコンチューブに入れ、結晶

0.5g を投入した。

⑤ 2分に 1回撹押する作業を20分行って吸着平衡状態にした。

⑥結晶添加後の溶液を演過し、上清を取得した。

⑦⑥で得た上清と、結晶投入前の溶液中に含まれる添加剤濃度をHPLCで定

量した。

⑧結晶添加前後の添加剤濃度から吸着量を算出した。
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15mL コニカルチユーフ

<20分撹押>

<シリンジフイルターろ過>

ろ過液

Va1結晶 0.5g

添加剤溶液7mL

メスフラスコ

くゞ,づ1,

HPLcj則定

飽和>a1溶液

添加剤

Nacl

Figure 3-9.亘Xperimenta1 ΠOw of adsorption test.
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3.5.3.結果・考察

等モルの NaC1存在下での吸着等温線と、 Naa 非存在下の吸着等温線を比較

した結果を Figure3-10 に示す。低濃度では殆ど変化はなかったが、およそCMC

以上でNaa非存在下よりNaa存在下のDBS吸着量が若干多くなるという結果

になった。また、ヘミミセルモデルでフィッティング比較した結果を lable3-3

に示す。 va1結晶面への吸着平衡定数k1は殆ど変化がなく、ヘミミセル形成時の

吸着平衡定数bが上昇した。仏や"にも殆ど変化は確認できなかった。

本結果にっいて吉察する。 DBS はへミミセルを形成すると、スルホン酸基同

士の距航が近くなり、同じマイナス電荷同士が反発しあうと芳えられる。そこに

Nががいることでマイナス電荷が中和され、反発せずにへミミセルが安定してい

られるため吸着しやすくなり、吸着量が増加したと芳えられる。既往の研究ヌ)

でもNaC1を添加することでへミミセルが安定化すると報告されており、今回も

同様の現象として説明できると芳える。

以上から、共存ナトリウムはbを増加させる効果があった。ナトリウム塩とし

て吸着を評価したのはSOBS と SDSの2種類である。いずれもDBS と比較して

いるが、 1able3-1で示した通り k2はどちらの場合も DBS の方が高いため、アル

キル鎖長とべンゼン環がbを増加させるという芳察は変わらないことが確認さ

れた。
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DBS吸着の面選択性3.6

3.6.1

Va1結晶は面によって露出する置換基が異なり、面ごとに吸着挙動も異なるこ

とが想定される。そこで、面ごとの吸着パラメーターを推定することができない

背景

か、検討を行った。

3.6.2.実験方法

実験は3.2.1と同様の方法で実施した。使用する Va1結晶の平均粒径は粉砕条

件を変え、 D50=33、 60、 90μm の 3 種類を用意した。 va1結晶は表面積に占め

る(0OD面の割合が高い。そこで、粉砕することで(0OD面の割合が減少し他の面

を露出させ、(0OD面とそれ以外の面の争,血を推算することができる。また、

Va1を気液界面で品析させた(001)面が殆どを占める結晶も用意した。

3.6.3.結果

結果を lable3-4およびFigure3-11に示す。結晶は粉砕することで比表画積

が増加する。比表面積が増加しても単位面積当たりの飽和吸着量仏に大きな差

は見られなかったが、平衡定数k1が上昇する傾向が見られた。つまり、粉砕に

より(0OD面の比率を少なくすることで吸着しやすくなることから、(001)面の飽

和吸着量は他の面と大きく変化しない。一方で、(0OD面自体の島は低下、すな

わち他の面と比較して吸着しにくいということである。

以上から、(001)面の q'は約 0.OB mmovm2・val、 k1 は約 1.4 であると老える。

その他の面の吸着パラメーターに関しては本実験で推定することはできないた

め、別のアプローチが必要であると芳える。
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Iable 3-4. correlation among valcrystalsize,saturated adsorption amount 仏 and

equilibrium constant kl.

klCrystalsize spedficsurfacearea qs

[mmovm2・val][m2/g・val][D50'] [・]

フ.371.654 0.01333

0.012 フ.4960 1.141

4.820.847 0.01390

Val crysta11ized at 十十 十十 1.42
gas・1iquid interface

十 D50 = Median size.

十十 Under the quatitation limit.

● k.

q.

0

15

0.5 1 21.50

[m2/g・>al]Specific surface area

Figure 3-11. correlation among specinc surface area, equilibrium constant kl(

and saturated adsorpuon amount仏().
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3,フ.va1結晶の各面における活性吸着点の間隔

DBS の吸着量を(0ODとその他の面で比較すると、(0OD面は他の面と比較し

て仏は同等だが、 k1が低かった。本結果にっいて、活性点の数や露出する官能

基と相関があると仮定し、検証を実施した。 1able3-5 に各面の吸着活性点密

度を示す。

Va1分子中でDBS と相互作用しうる官能基は、 DBS と水素結合を形成するア

ミノ基と V舗derwaalS力による疎水性相互作用をおよぼす伯住貞のイソプロピル

基である。一般に結合エネルギーは水素結合の方がVanderwaalS力と比較して

非常に高い。(0OD面はイソプロピル基のみが表面に露出しており、他の面と

比較して吸着し辛く、島が低くなることは理に適っている。 DBSの分子サイズ

と1舌陛点間隔を比較した。活性点間隔は2.5~6.4Aであり、 DBS の分子サイズ

はアルキル鎖をまっすぐ伸ばしたときの全長を分子モデリングソフトである

Winmostar を用いて計算すると 24.5Aであったため、真横に置かれた場合、他

の1舌陛点を覆ってしまう。しかし、 DBS のドデシル基はフレキシブルに曲がる

ことができるため、アルキル鎖の長さによる立体障害は比較的小さいと芳え

る。吸着点の密度を計算すると、面によって顕著に変化しなかった。このこと

は、結晶を粉砕しても仏が殆ど変化しなかった結果を支持する。
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4級アンモニウム系添加剤の吸着挙動3.8

3.8.1.実験方法

32.1と同様の方法で吸着実験を実施した。

3.8.2.分析方法

芳香環を持つBIEAC に関してはUVで検出すれば良いが、 DTMAC等の芳香

環を持たない4級アンモニウム系添加剤は、 SDS で使用していた示唆屈折率計

での測定も困難であった。そのため、カチオンクロマトグラフィーを用いて測定

を実施した。

使用機器: DIONEX ICS・1600 (1henno Fisher scienti丘C lnc.)

カラム: CS 12A

注入量:0.olcm3

Ij;t1登:1 Cm3/min

分析時間:15 min

カラム温度:35゜C

バッファー:20mmovdm3 メタンスルホン酸

検出法:電気伝導度
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3.8.3.吸着等温線

結果をFigure3-13 に示す。参老としてSDS の吸着等温線を載せた。SDS のス

ルホン酸基を 4級アンモニウム塩に誘導化したDTMAC は、 SDS と比較して非

常に吸着量が低かった。スルホン酸と比較してアンモニウム塩はVa1表面に吸着

しにくぃことがわかる。また DTMAC のドデシル基を短くし、メチル基にした

IMAC は更に吸着量が低下した。これはスルホン酸系添加剤と同様の傾向であ

る。

更に、DTMACのドデシル基をべンゼン環に替え、トリエチル体にしたBIEAC

と比較すると、 BIEAC の吸着量がDTMAC より増加した。このことから、 4級

アンモニウム系添加剤においては、ドデシル基よりべンゼン環の方が吸着に寄

与していると芳える。
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3.8.4.考察

親水性面の吸着はへミミセルを形成することで吸着量が多くなる。すなわ

ち、 CMCが低い程、低濃度でも吸着量が高くなる。そこで、 SDS と DTMAC

の CMC、吸着等温線から算出した仏、 k1を lable3-5 に示す。 DIMAC は SDS

と比較してCMCが高く、低濃度では殆ど吸着できないことが想定される。そ

のため、 k1がSDS より低下したと吉えられる。・・'方、高濃度でも DIMAC は

SDS ほど吸着量が変化しなかった。 va1の結晶面において、 4級アンモニウムと

相互作用し得るカルボキシ基が露出する面を Figure3-14 に示すが、 SDS と相

互作用し得るアミノ基が露出する面と比較して少ないことが挙けちれる。

(Ⅱの、 aiの面にアミノ基が露出しているとすると、その対面である(iiの、

(i1の面にカルボキシ基が露出する。 va1結晶において、アミノ基が露出する結

晶血が4つ、対してカルボキシ基が露出結晶面は2つしかない。そのため、

DTMACが吸着しうる結品面はSDS より少なく、 DIMAC の飽和吸着量はSDS

より低かったと者えられる。

BIEAC とDTMAC を比較すると、 BTEACの方が多く吸着する結果となっ

た。 BTEACは界面活性剤ではないため、親水性面への吸着はへミミセルを形

成できるDTMACの方が優位であると芳えられる。一方、疎水性面に対しては

ベンゼン環によるCH价相互作用によってBTEACの方が吸着しやすいと老え

られる。4級アンモニウムは吸着活性があるカルボキシが露出する結晶面が少

ないため、疎ノk性面の吸着量の影響が大きくなり、 CWπ相互作用を持つ

BTEACの方が高い吸着量を示したと者える。
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3.8.5.糸吉言兪

4級アンモニウム系添加剤はスルホン酸系添加剤を比較すると、 kl」キにq.、

低く、 va1結晶へ吸着しにくかった。理由は主に 2 点芳えられる。 1 点は、 4級

アンモニウム界面活性剤のCMCがスルホン酸系界面活性剤より低く、ミセル

を形成しにくかったため吸着量が少なったと吉える。もう 1点は、カルボキシ

基が露出する結晶面が、アミノ基が露出する結晶面より少ないため吸着活性点

が少なく、それに応じて飽和吸着量が減少したと考える。また、活性基以外の

部分では、ドデシル基とべンゼン環がVa1結晶への吸着に大きく寄与している

ことを確認した。
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3.9.まとめ

3章では吸着に着目し、添加剤の構造と吸着量についての相関を明らかにし

た。アニオン系、カチオン系問わず、界面活性剤のVa1表面への吸着には長鎖

アルキル基と芳香環が大きく寄与していることが明らかになった。長鎖アルキ

ル基の存在によって親ノk性面、疎水性面への吸着を安定させるため、平衡定数

k1を上昇させた。それによって、低濃度でも吸着量が多くなったと老える。ま

た、アルキル鎖が長ければ長い程CMCは低下し、より低濃度でへミミセルを

形成することができる。それによって、低濃度で多く吸着することができ、 k2

はアルキル鎖の長さに依存して増加したと芳える。

芳香環の存在はVa1表面への吸着に対して、主に2つの現象に寄与する。

つ目はCMCの低下である。芳香環があることでCMCが低下し、先ほどと同

じく低濃度でへミミセルを形成することができるため、 k1が上昇する。また、

疎水性面に対しては疎ノk性相互作用より強いCWπ相互作用が寄与することで

吸着しやすくなると吉えられる。

また、スルホン酸系と4級アンモニウム系を比較すると、スルホン酸系の方

が多く Va1結晶に吸着し、それが外観の変化に結びついたと吉える。また、活

性基以外の部分では、ドデシル基とべンゼン環がVa1結晶への吸着に大きく寄

与していることを確認した。

次に、各結晶面の吸着挙動を推測できないかという検討を実施した。平衡定

数の算出に関しては、気液界面で晶析させたVa1結晶の結晶面は殆ど(001)面で

あるため、その結晶を用いて算出した。その他の面については、 4章以降にて

議論する。
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4章.va1結晶に対する添加剤の結晶成長阻害挙動

幻



4.1 目的

各種添加剤の吸着挙動について、比較、者察を実施した。その吸着挙動が結晶

成長阻害にどのように関係しているのか、結晶成長速度を定量的に測定、議論す

ることで明らかにすることを目的とする。

マイクロスコープを用いたDBSの結晶成長速度の測定4.2

4.2.1.実験方法

添加剤添加時の結晶成長の経時変化の様子について、マイクロスコープを用

いて観察した。実験フローを FiguN4-1 に示す。まず、過飽和度σ噐1.B (25゜C)

のVa1溶液を 25゜Cで静置し、核化させた。核化した 100μm程度の微細な結晶の

内、測定対象となる結晶を決定したら一度液を捨て、σ=1.B(25゜C)の過飽和Val

水溶液を再度添加した。

マイクロスコープで約 10分観察し、その後Va1水溶液を捨て、 DBS を lm01%

Vsval(5.56mmovdm3)添加した過飽和度σ=1.B の Va1水溶液を入れて、結晶を

20分程度成長させた。成長している期間、数分置きにマイクロスコープで結晶

写真を撮影し、経時変化を観察した。

測長方法は"gure4-2 に示したように、結晶表面の移動しない傷や模様等を

起点に、各面に対して番号を付け、垂線を引いて距航を測長した。測長にはキー

エンス製マイクロスコープVHS・5000 を使用した。
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L・val 6mL →

6.5g/10og水(40て飽和溶液)
60てで溶解

6Cmシヤレ

L・val

6.5g/10og水

←カバーガラスを底面に設置

ガラスの方岱則定しやすい

<Cooling>

<Nudeation>

<液を捨てる>

6mL →

additi兜 in L・val

6.5g/10og水

60→25て急冷

<Measuring GO>倍率500~1000倍

1~2分おきに撮影し、各面の長さを測長する。(10づ)ネ呈度)

10oum1呈度の細かし結晶が底面に着くので、

単結晶に近し皓晶にピントを合わせる

前d)j夜は起晶して過飽和度力ぐ下がってしるので、新しい液を入れる

<MeasunngG> 10~20分1呈度

(10~15分は1分おき、そ才ルX降は段々撮号多頻度を減らす)

G:結晶成長速度(渇ミカU剤劫)

G。:結晶成長速度(添力口剤なし)

fi套Ure 4-1. procedure ofcrysta1 套ro、¥th experiment.

<液を捨てる>

^

Fi套Ure 4・2. Method ofmeasuring length. perpendiculars were dra、Ψn hom nxed

Pointto each crysta face. Then, the length ofperpendiculars was measured as

distance to crystal face.

③

④

②

⑤

①

⑥
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4.2.2. va1結晶の外観の変化

マイクロスコープ写真をFigure4-3 に示す。 DBS を添加していない H min ま

では結晶はo m血と比較して結晶形が変わらずにサイズが大きくなった。一方、

H min に DBS を添加すると、 a0の面方向の①、④面の成長は完全に止まり、

(Ⅱの面、 aiの面方向である②、⑤、③、⑥面は成長していた。このことから、

①、④面に強い結晶成長開害があると芳えられる。更に、マイクロスコープ写真

から輪郭を切り取り、 Figure4-4 に示す様に重ね合わせてどの面が成長している

のか視覚的に理解できるようした。その結果、①およびその対面の④面は両方成

長が停止していた。一方、②、③面は成長していたが、その対面である⑤、⑥面

の成長は停止していることが確認された。

一般に、面成長速度を測定する際は、添加剤の結晶成長阻害能について②と⑤

のような対面が等価であることを前提に対面間の距離を測長することが多い。

しかしVa1結晶の場合、対面は等価ではなく②と⑤は別々に評価すべきであるこ

とが示唆された。また、本結果は3.3.3 で永した(Ⅱの、 aiの面とその対面は等価

ではないという結果を支持する。

②、③面からは新たな層が出現するような様子が観察された。また、⑤、⑥面

からも別の層が下から突き出しているような様子が観察された。対照実験とし

て DBS 無添加の条件で結晶成長をさせたが、 Figure4-5 に示すようにいずれの

現象も無添加時には観察されなかった。再現性を確認するために同様の方法で

結晶成長実験を実施すると、 FigUル4-6 に示すように②、③面が多層化を伴って

成長する様子がより鮮明に観察された。一方、⑤、⑥面のような下部からの突き

出すような挙動は観察されなかったことから、⑤、⑥面の方は異なる異方性を持

つ結晶が偶然析出したと老える。
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①

③

85

④

Ornln

26mln

6mln

Figure 4-3. Microscope photographs of crystal growth in the presence of

5.6 mmovdm3 DBS. valcrystal、剛as gro、剛n in the val aquaous solution which was

in the absence of additive at o~11 min. val crystal、Nas grown in the presence of5.6

mm01/dm3 DBs in the valaquaoussolution at11~31 min. orange circle showed

multilayer extracted a貴er adding DBS. Ye110w circle sho、wed that other crystal was

extracted under observed crystal.
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6rnin

添加剤DBS添加 11mln

:添加前
黄:添加後

Figure 4・4. oudines ofthe crystalbefore and a貴er addition ofDBS. ouuines ofthe

Crystaltaken at the time sho、Ψn in the fi晉Ure was superimposed.(Blue line) outlines

Ofthe crystal before addition ofDBS,(Ye110w line) outlines of the crystal after

addition of DBS.
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Figure 4-5. Microscope photographs ofcrysta1套rowth in pure valaqueous

Solution.
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③

⑤

3rnin

Figure 4-6. Microscope photographs ofcrysta1 套ro、wth in the presence of5.6

mm01/dm3 DBS. valcrystalwas grown in the valaquaoussolution whkh wasin

the absence of additive at o~11 min. val crystal was grown in the presence of5.6

mm01/dm3 DBs in the valaquaoussolution at11~31 min.1his experiment was

Performed with another crystaldifferent from Fi倉Ure 4-3 for connrmation of

repeatability.
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4.2.3.結晶成長阻害における、添加剤 DBSの応答性

DBSの結晶成長阻害能を議論する際、結晶成長速度比G/G0を指標として用い

て評価したい。その際、速度の算出においてDBS添加時の応答性が重要となる。

例えば、 DBS の結晶成長阻害の応答性が良い場合、添加後すぐに結晶成長が阻

害されるため、添加直後から速度を測定すれば良い。一方、応答性が悪い場合、

段々と結晶成長が阻害されることが予測されるため、瞬間の速度を取るか平均

の速度を取るかで数値が変わってくる。そこで、 DBS の結晶成長阻害に対する

応答性を確認するために、各面の距離の経時変化を観察した。結果をFigure4-フ

に示す。

まず、①、④面方向はDBS によって完全に成長が停止するが、経時変化をみ

ると完全に停止するまで 2~3分時間がかかることが明らかになった。タイムラ

グは吸着にかかる時問であると仮説を立て、3 章と同様の実験方法でDBS 吸着

の経時変化を測定した。その結果、 Figure4-8 に示す通り、およそ2分で吸着平

衡に達することが分かった。このことから、添加剤投人から結晶成長停止までの

タイムラグはDBSがVa1表面に吸着するために要する時間であると芳えられる。

次に、多層化が観察された②、③面を見ると、12分に結晶成長が・一時的に止

まり、1S 分過ぎてから多層化した面(新面)が再び成長を開始した。一方、多

層化する前の面は新面が成長している間も成長は見られなかった。一方⑤、⑥面

は他の画と全く異なり、添加剤を添加する前から全く成長しない様子が観察さ

れた。マイクロスコープの写真を見ると⑤、⑥面仰仂§大きく濁っており、ステッ

プが荒れていると推測される。そのため、結晶が成長しなかったと老えられる。

このような成長しない面は必ず発生するわけではなく、全ての面が成長してい

るケースの方が多い。もし、結晶成長しない面が発生した場合は添加剤の評価時

に評価できないため、測定対象から外す。
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Figure 4-フ.1ime course ofcrystal gro、▼th. valcrystal、was grown in no additive val

aquaous solution at o~10 min. valcrystalwas grown in the presence of5.6

mmovdm3 DBs in the valaquaoussolution lo~30 min. symbolsshowsface ①

(●),f部.②(),仏N ③(),hN ④(▲),稔N ⑤()如dhN ⑥(◆).

Open symbolssho、剛 the distance to new layer after multilayer, and dosed symbols

Sho、w the distance to old layer which is measured before multilayer. ke貴 Crystal

Photograph wastaken at lo min. Right crystalphotograph 、wastaken at 30 min.
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4.3.結晶成長速度比G/G0を用いた DBS の結晶成長阻害度評価

DBS の濃度と結晶成長阻害度との関係を明らかにするために、結品成長阻害

の指標として添加剤添加前の成長速度G0と添加後の成長速度G の比G/G0を使

用し、 DBS 濃度との相関を取得した。その結果を Figure4-9 に示す。取得した

濃度範囲が非常に広いため、片対数グラフにして表永した。また、多層を経て成

長した面(新面と表記する)については白抜きのプロットで示した。

①、④面は lmmovdm.という低濃度のDBSで成長が完全に停止した。一方、

②、③、⑤、⑥面は低濃度でも成長しないケースや、高濃度でも成長するケース

があり、・見すると規貝IH生が無いように見える。しかし、多層と単層でプロット

を分けると、成長している面は全て多層で成長しており、かつ多層はDBSが02

mmovdm3程度から発生していることが確認された。CMC はミセルを形成する最

小濃度であるが、ヘミミセルはCMC未満の濃度でも形成されるため、ヘミミセ

ルが多層化に寄与していると老えられる。

DBS を添加すると多層化することを報告したが、添加剤の評価として用いて

いる G/G0のG0は多層化前に観察していた古い面(旧面と表記する)である。し

たがって、 Figure4-9 の図に示すようにピン止め効果によってステップ形成が阻

害され、結晶成長が阻害されるという Cabrera-vennilyea のピン止めモデルの原

理から考えると、新面の成長速度に適用することは結晶成長阻害の評価に適さ

ない。そこで、多層化前の旧面までを測定し、その値を用いてG/G0を算出した。

その結果を Figure4-10 に示す。 CMC以上の濃度でG/G0が0 になることが明ら

かとなった。即ち、 DBS が一度結晶成長を停止させ、その上から新しい面が成

長していることを示している。

また、多層化が起きる場合と起きずに全く成長しない場合の両方が②、③、⑤、

⑥面でみられた。実験の再現性が無い様に見えるが、その理由として結晶が回転
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した状態で観察していた可能性が芳えられる。単結晶X線構造解析から、 va1結

晶の各面に対してFigure4-11(A)のようなミラー指数が与えられている。一方で、

結晶が"軸又はh軸を中心に 180゜回転した状態で観察していた場合、(B)や(C)

の配置となり当初芳えていた面とは別の面を評価している可能性が考えられる。

結晶の表裏、向きをマイクロスコープから判断することは困難であり、本来では

ミラー指数で議論すべきなのだが、本研究では「①面」といった番号の表記で議

論する。
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4.4.DBS添加による晶癖変化機構の老察

まず、 va1 の結晶構造を Figure4-12 に示す。結晶面を示す緑色の線が各面2

本ずつ書いてあるが、表記している結晶面とその対面の結晶面である。

①、④面に相当する(10の、 d0の面は格子単位でみると、結晶面の両方ともア

ミノ基が最も外の画に出るため、(10の、 d0の面にDBS のスルホン酸基が近づく

と強く相互作用し、吸着することで結晶成長を阻害したと考えられる。

一方、②、③、⑤、⑥面に相当する(11の、 diの、(1iの、 d1の面では表面に

露出する可能性のある置換基がアミノ基とカルボキシ基の 2 種類存在する。カ

ルボキシ基の場合、同じ負電荷をもつスルホン酸基と反発しあい、吸着しないと

予測される。そのため、これらの面においては、片方は結晶成長が止まり、その

対面は結晶成長したと芳えられる。

一方、 Figure4-10 で示した通り、成長している面に関しても旧面の成長が停

止した後、新面が成長しているため、一度は結晶成長が停止しているということ

になる。スルホン酸系添加剤はカルボキシ基と吸着しないように思えるが、多層

化がへミミセルと関係しているならぱ、ヘミミセルを形成することで一旦は結

晶成長阻害を引き起こし、その後カルボキシ基側が成長すると推測される。

96



'、ノ

_、"ノ"、ー
/＼
ノー＼

(10の
゛

L

^

.、

^

^

ゞ

^

.

^

'^

、

Unit ce110fval crystal

(11の

/

V
^

、

^

＼ ^

、

、

.

^

^

、

、

97

a1の

、イ、1'・、

)》一父、!ンシζ^^'^ 1

4、"1,/'、

_k、ノシ、'こ生こ入、
ンー、'之とト'W・

^
,

、'f

,.

、,i』

,'亀,^ー

、

ノ

Fi套Ure 4-12. crystalstructure ofval crystal. Green line shows crystal face, red

Circle shows carboxy group, and blue circle shows amino group.

、

/ノ、

、

＼、ー

'

、

〆

(

ノ

ノ
、

1

〆

ー
、

一
1
 
仁
一

.
K

、
' 、
、
、
/Ⅱ

、
ー
、

/

、
、
＼

ー
゛
-
 
C
 
-
＼

U

旦



4.5.多層化面の観察

DBS添加時に多層化しながら成長する様子が観察された。また、その多層化

にはミセル、ヘミミセルが寄与していることが示唆された。その機構について

多層化した面を観察、検討する。

透過光を用いるマイクロスコープの観察では、結晶表面の3次元的な凹凸を

観察することは難しい。そこで、 4.2.1の方法で作成した結晶を用い、 SEMで

結晶表面を観察することで多層構造の生成機構を推察した。まず、マイクロス

コープ写真、および撮影箇所をFiguN4-13 に示す。また、撮影箇所に対応する

SEM写真をF電Ure4-14 に示す。 1、 2がDBS 無添加条件で成長させた結晶

で、 3、 4がDBS添加条件で成長させた結晶のSEM写真である。 DBS無添加

でVa1結晶を成長させた場合、 SEM写真1の様に側面は直線的であり、 SEM

写真2に見られるような階段状の層が観察された。一方、 DBS添加条件で成長

させた場合、 SEM写真3のように側面が荒れており、かつ表面に多数の層が観

察された。また、 SEM写真4を見ると下部に歪んだ層があり、その上から直線

的できれいな層が形成されて、覆いかぶさっている様子が観察された。

面成長速度が層によらず・・定である場合、始めに形成された下層の面積が最

も大きく、上層に行くにしたがって面積が小さくなる階段状になる。 DBS無添

加時の層はSEM写真2のように階段状になっており、面成長が層によらずー

定であることを示す。一方、 DBS の効果により、旧面の面成長速度が強く阻害

されている場合、 SEM写真4の様に階段状にならずFigure4-15 に示す模式図

の様に、上層の面積が下層より大きくなってしまうことが芳えられる。

形成される層にも特徴が表れている。 DBS無添加時はいずれの層も直線的で

ある。それに対し、 DBS添加時は下層(旧面)の輪郭が歪んでおり気泡のよう

な、上層(新面)は輪郭が明瞭である。更に、下層の側面にはクレーターのよ
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うな凹凸が多数確認された。このことから、旧面はDBSの影響を受けて結晶

成長が停止し、対して新面は未だDBSの影響を受けていないと推測される。

多層化が発生する埋由について老察する。 DBS は本来カルポキシ基が露出す

る成長面には吸着しないが、一定濃度以上で形成されたへミミセルがカルボキ

シ基の面に相互作用し、結晶成長を阻害した。その上から新たな成長面が成長す

ることで多層化したと老えられる。複数の多層が出現することから、新面が出て

きてはミセルによって阻害される工程を繰り返していると考えられる。また、あ

る程度成長しているということは成長が阻害されるまで時間がかかるというこ

とであり、ミセルの吸着速度はDBS単分子の吸着速度と比較して遅いと芳えら

れる。
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Figure 4-13. Microscope photographs ofval crystal.(A) val crysta1 套rown in the
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DBS無添加

Figure 4-15. Mechanism ofgeneratin套 mukilayer.1.e貴 n套Ure showsthe step

growing in the absence ofDBS Ri套ht ngure sho、wsthe steP 套rowing in the presence

OfDBS.
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4.6. DBS の 100

3 章ではVa1結晶全体における吸着パラメーターを吸着等温線から算出した。

しかし、 va1結晶の各面に対する吸着パラメーターは吸着等温線からは算出でき

ない。そこで、結晶成長阻害度から各種吸着パラメーターの算出を試みた。

io0 への吸着パラメーター算出

4.6.1.算出方法

本章では、 Kubota・MUⅡin モデルを拡張したモデルを用いてパラメーターを算

出した。 Kubota・MU11in モデルの式を 4-1 式に示す。

G
αθ1

G。

KCG

G。 1+ KC

θは成長活性点に対する添加剤の被覆率、αは定数、κは吸着平衡定数、 Cは添

加剤濃度を表す。 Kubota・MUⅡin モデルは Cabrera・ve血ilyea のピン止めモデルに

基づき、添加剤の吸着項を上angmuir の単層吸着モデルを用いて表現している。

一方、 DBS をはじめとした界面活性剤の吸着はへミミセルモデルで表現するこ

とが適当であるため、本研究では Kubota・MU11in モデルを拡張し、 4-2 式に示す

ような吸着項をへミミセルモデルで表現するモデルを用いた。

G
αθ1

G。

θ

α

1 + klc(1 + k2Cル1)
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評価は0軸方向の面である(10の、(i0の面に相当する①、④面を対象に実施した。

この両面は結晶構造から点対称の面であり、 G/G0 の傾向からもほぼ等価の面で

あると言える。両面を合わせたプロットについて、 4-2式を用いてフィッティン

グし、パラメーターを算出した。

4.6.2.結果・考察

フィッティングの結果のグラフを Figure4-16 に示す。全濃度範囲でフィッテ

イングの曲線と殆ど飛籬していないことを確認した。また、フィッティングで得

られた吸着パラメーターを①、④面の吸着パラメーターとして、3章で得られた

DBS の吸着等温線から得られた吸着パラメーターを結晶全体の吸着パラメータ

ーとして lable4-1 に示す。

両者を比較すると、島、b共にVa1結晶全体と比較して数十~数百倍高かった。

このことから、 V飢結晶の中で①、④面は DBS を吸着しやすい面であるという

ことが示唆された。
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Va1結晶表面への吸着量の分布評価4,フ

目的4.フ.1

V田結晶面の中で①、④面が吸着しやすい面であることが示唆された。それを

検証するため、 va1結晶表面への吸着量の分布を実測、評価した。

105

4.フ.2.実験方法

1. va1結晶を静置で 1 ケ月ゆっくり成長させ、 2Cm程度の大きい Va1単結品を

取得した。

2.得られた結晶を DBS5.6 mmovdm3添加された飽和Va1水溶液に浸し、 20分

静かに振とうした。

3.結品を取り出し、結晶に付着する水分を慎重に取り除いた。

4.各結晶面の表面を厚さ 0.5~1mm になるように精密ナイフで薄く切り、 2Cm3

の超純水で溶解した。

5、 HPLC でVa1濃度と DBS 濃度を測定した。

4.フ.3.結果・考察

DBS 濃度と Va1濃度の比から得られた DBS の分布を結果Figure4-17 に示す。

吸着量の分布は⑤、⑥面>①、④面>②、③面>⑦面であった。 V址結晶は

六角形の板状結晶であり、⑦面およびその裏面の画積が最も大きいため、 V飢結

品全体の吸着平衡定数を押しドげた。そのため、 va1結晶全体の吸着平衡定数を

均した値は、①、④面より大幅に低かったと老える。また、①、④面は結晶構造

や、結晶成長速度比のグラフから同等の面であると芳えられる。④面に比べて①

面の吸着量が約半分になったのは、測定時に切ったVa1の厚みの差に起因すると

考えられる。①面および④面のサンプル中の V田濃度を確認すると、それぞれ

景月



53 mmovdm'と 3.4,血Ovdm'であり、対面の面積は同じとすると、①面の結晶

表面を厚く切断していたと芳える。厚く切断することで、定量するVa1に対する

DBS濃度が減少するため、 DBS の見かけの吸着量が下がる。薄く切断した方が

より実際の吸着量に近いため、 DBS の吸着量は④画の262 即mw V飢に近い値

であると老える。

また、 Figure4-17で示した分布についてVa1結晶全体の血が7.81であること

を利用し、吸着の分布から各面の吸着平衡定数を推算した。前提条件 2 点を以

下に示す。

1.①~⑥面の面積は同じで、⑦面は①~⑥画の5倍の面積がある。

2.①~⑦面の単位面積当たりの吸着活性点数は同じ。

その結果を FiguN4-18 に示す。①、④面のゐは 14、 28 と算出され、結晶成長

速度比から算出されたⅡ0 と飛離があるように見えた。そこで、 4.5で実施した

フィッティング対してk1の影縛を検証した。その結果をF電Ure4-19 に示す。先

に示した通り、吸着量は④面の数値に近いと老えられるためた=28として検証

した。ゐ=28 とⅡ0 を比較すると、 0.1mmovdm3程度の非常に低濃度の環境下で

は若干の差が見られるが、それ以上の濃度ではあまり差が見られなかった。この

ことから、 28 とⅡ0 は結晶成長速度比では大きな差はなく、吸着の分布評価で

妥当な結果が得られたと吉える。
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4.8.DBSのアルキル鎖長と結晶成長速度比の関係

DBSの構造を変えると吸着挙動が大きく変化することを3章で示した。そこ

で、結晶成長にはどのような影縛を及ぼすのか、結晶成長を測定して算出し

た。アルキル基を短くした SOBS、 BS についても G/G0を算出し、横軸に濃度

を置いてプロッティングした。添加剤濃度と①、④面の結晶成長速度比のグラ

フを Figure4-20 に示す。 DBS は 1.3mmovdm3の低濃度条件で結晶成長が完全

に停止した。一方、 SOBS、 BS は 1.ommovdm3未満の低濃度では殆ど結晶成長

は阻害されなかった。 SOBS とBS と比較すると、結品成長阻害能はDBS、

BSの順番に強かった。これは吸着実験で算出した島の大きさと相関しSOBS、

ている。

次に、 4-2式を用いてフィッティングを行い、各添加剤の①、④面に対する

吸着パラメーターを算出した。算出結果を lable4-2 に、 SOBS、 BS のフィッテ

イング結果を Figure4-21 に示す。まずk1はDBS が非常に高く、対して

SOBS、 BS が非常に低い結果となった。 k2も、 BS はへミミセルを形成しないの

で0 になるが、島と同様の傾向を示した。このことから、①、④面はアルキル

鎖長の影響を非常に受けやすい面であると言える。

次に、②、③、⑤、⑥画に注目する。②、③、⑤、⑥而は互いに等価な面では

なく、かつどの向きの結晶を観察しているか、本来把握することが困難である。

一方、片面は明らかに吸着しやすく、その対面は吸着し辛いことが明らかとなっ

た。そこで、②、③、⑤、⑥面それぞれについて、 G/G0の低い方の数値を②、③

面に、多層化しG/G0の高い方の数値が⑤、⑥面であるとし、データを整理、比

較した。その結果を Fi三Ure4-22 に示す。いずれの面も SOBS、 BS と比較して

DBS の方が高い結晶成長阻害を有することが分かった。SOBS とBS を比較、評

価する。⑤、⑥面の場合、 SOBS が l mmovdm'未満でも強い結晶成長阻害を受
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けていた。一方、 BS は強い結晶成長阻害を受けるのは 5 mmovdm3程度であっ

た。②、③面の場合、どちらも低濃度では殆ど吸着せず、結晶成長阻害は観察さ

れなかった。SOBS は、 CMCである 10.51血Ovdm3付近から急激に結晶成長を阻

害し、多層化することが分かった。一方、 BS は高濃度条件下においても多層化

せず、結品成長を阻害しなかった。多層化とへミミセルが密接に関係しているこ

とが本結果から示唆された。
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4.9.DBS添加による結晶外観変化の機構の吉察

DBS を添加して晶析すると Va1結晶が非常に細長くなった。その機構につい

て詳しく老察する。

まず、 va1 の各結晶面を Figure4-23 に示す。結品面を示す緑色の線が各面2

本ずつ書いてあるが、表記している結晶面とその対面の結晶面である。面①、④

に相当する(10の、(i0の面は格子単位でみると、結晶面の両方ともアミノ基が最

も外の面に出るため、(10の、 d0の面にDBS のスルホン酸基が近づくと強く相互

作用し、吸着することで結品成長を阻害したと吉えられる。しかし、直鎖アルキ

ル鎖長を短くすると、島が大きく減少したことから(10の、(i0の面への吸着にア

ルキル鎖が大きく寄与していると芳えられる。結晶面を見ると、アミノ基のすぐ

横にVa1のイソプロピル基が露出している。疎ノK性であるイソプロピル基の存在

から、彩レK性が比較的高いBSやISOHが吸着活性点に近づきにくく、逆に比較

的強い疎水性基を持つDBSは吸着しやすかったとぢえる。

面②、③、⑤、⑥に相当する(Ⅱの、(iiの、(1iの、(ilo)面では表面に露出する

可能性のある置換基がアミノ基とカルポキシ基の 2 種類存在する。カルボキシ

基の場合、同じ負電荷をもつスルホン酸基と反発しあい、吸着し辛いと老えられ

る。そのためDBSの吸着が局在化し、片方の結晶成長が止まり、その対面は成

長したと老えられる。"軸方向の面は両方結晶成長が阻害され、h軸方向は片方

の面が結晶成長を続けるため、 Figure4-25の様にDBS を添加すると細長い結晶

が得られたと吉える。

DBS のアルキル基を短くしたSOBS、 BS についても、⑤、⑥面に結晶成長阻

害が確認された。特に、 BS は①、④面へ殆ど吸着しないため、10mmovdm.以上

でやっと G/G0が0.5 を下回る程度の結晶成長阻害能しか観察されなかったが、

⑤、⑥面に関しては約3mmovdm.でG/G0がほぼ0 になることが確認された。す
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なわち、 2 章で評価した時の濃度 5.6 mmovdm3では h 軸方向に結晶成長阻害が

かかり、α軸方向には殆どかからないことになる。よって、 Figure4,26 の機構で

結晶がひし形になったと考えられる。
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②③

④

⑥⑤
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Figure 4-24. LeftiⅡUstration showsthe mechanism ofchan套ing crystalshape a貴er

adding DBS. Right sEM phot0套raph sho、、,s valcrystalcrystaⅡized in the presence

Of5.6 mmovdm3 DBS.
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4.10.厚み方向の成長制御

2 章で示した通り、 4級アンモニウム系添加剤 BTEAC には厚み方向、'軸方

向への成長に寄与していることが示唆された。そこで、実際にどの程度厚み方向

に寄与するのか検討を実施した。

4.10.1.実験方法

実験方法を Figure4-26 に示す。まず、 L・va16.5g/10og・水の過飽和水溶液を

60゜Cで溶解する。その液に添加剤BIEAC を加え、直径6Cm のシャーレに 6Cm3

添加した。上に蓋を軽くかぶせ、3日放置させ、冷却晶析した。析出した結晶を

ピンセットで取り、水分を拭き取り、乾燥させてからSEM画像を取得した。今

回は 60゜に傾いた台座を用い、台座自身も傾けてなるべく水平に近い状態で

SEM画像を取得した。得られた画像を測長し、厚みを計測した。

添加斉リ●L・V創 6 mL →

65g/10og水(40て断口溶液)

6Cmシヤーレ

Figure 4-26.1"eft now sho、ΨS experimental procedure ofmeasuring thickness ofval

<Cooling>

Crystal, and right n套Ure shows chemicalsturecture ofBIEAC.

<Pick up>

<SEM analy5i5>

3凶榿室温で放道
＼'

benzyltriethylamnonium chloride
旧TEAの

Ⅱ7



4.10.2.結果・考察

横軸に BIEAC 濃度、縦軸に厚さを取った結果を FiguN 4-27 に示す。 0.56

mmovdm3 までは BTEAC 無添加と殆ど変化はなかったが、 5.56 mmovdm3

a m01% vs val)添加することで、厚み力泳勺 20ツ。j謝川した。更に、 28 mmovdm3

(5m01%vsval)まで増加させると、厚みが約2倍になった。

各添加濃度条件で析出した結品を撮影した SEM 写真を"guN 4-28 に示す。

結晶写真を見ると、 BIEACO,55 mmovdm3 までは比較的きれいな六角形の薄い

板状結晶が得られていることがわかる。一方、 5,56 mmovdm3、 28 mmovdm3 と

BIEAC 濃度が増加するにつれて、 va1結品が積層しているような様子が観察さ

れた。このことから、 BTEACによる'軸方向の成長の促進は一般的な結晶で見

られる細かいステップが成長するものではなく、非常に大きなマクロステップ

の様に見える層を形成して成長しているものであると芳えられる。

では、なぜ上記のような成長の違いが発生したのか芳察した。まず(001)面の

表面に注目すると、 BTEACが無添加や低濃度条件の場合、得られた結晶の1つ

1つの層が非常に薄い。一方、最もBTEACが高濃度の条件では 1ステップが厚

く、かつマクロステップの段数が他の結品と比較して非常に多い。マクロステッ

プ密度の濃さが結晶の厚さに寄与していると芳える。

DBS添加条件での結晶成長の際、多層化した新面の結晶成長速度比G/G0は1

より大きくなるケースが多いと報告したが、BIEAC存在下での(0OD面方向の成

長がDBSと同様に一度結晶成長が止まって、その後新面が出て成長するという

成長機構であった場合、 G/G0が 1より高くなり、無添加時と比較して(0OD面方

向の成長が促進されたのではと推測される。
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4.1 、1 まとめ

本研究では添加剤におけるVa1各結晶面のへの成長阻害に関して、マイクロス

コープの連続写真から結晶成長速度を測定し、評価した。

DBS は主に(10の面方向に大きく吸着、結晶成長阻害を引き起こし、(10の面方

向の成長を止めた。(Hの、(110)面方向に関しては片側だけ結晶成長が止まり、

もう片方は多層化を経て成長する挙動を確認できた。

また、 DBS 誘導体との比較から、添加剤のアルキル基が特にα軸方向の

(10の,(i0の面への吸着に対して大きく寄与していることを確認した。それによっ

て、アルキル鎖長が長いDBSは"軸方向を強く阻害するため細長い結晶が品析

され、対してBSは"軸方向を殆ど阻害しないため、比較的結品成長が阻害され

るb軸方向より"軸方向が成長し、ひし形の結晶が晶析されたと芳える。

更に、多層化面をSEMで観察し、多層化は一度結晶成長が停止し、その上か

ら新たな面が覆いかぶさるように成長することが示唆された。

結品の厚み方向の成長変化については、結品の厚み測定から、添加剤BIEAC

を 5,5 mmovdm3又はそれ以上添加することで結晶の厚みが増すことが示唆され

(001)面方向に多層化し、それが結晶成長の加速に影響していると推測され

、-0
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5 章. va1 に対する類縁体 L・LeU および

その立体異性体D・LeUの影響
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5.1

本章ではD体のアミノ酸を使用しているため、混乱を防ぐために L体も「f、

V釦と表記する。

2 章にて【・va1結晶に同じ BCAA類縁体である【・Leu、またはD、LeU を添加し

たし・va1溶液を用いて成長させると、 LL釦では輪郭に凹凸が発生し、表面が脆

い結晶が得られた。一方、 D・LeU を添加しても結晶に変化は殆ど見られず、無添

加と同様輪郭が直線的な結晶が得られた。しL釦はしVa1と固溶体を形成する性

質を持っていることは緒言でも示したが、その立体異性体である D、LeU との取

り込み挙動に関しては報告されていない。そこで、 L体と D体で取り込み挙動

が異なると仮説を立てた。

そこで、本章ではL体のアミノ酸をホストとした際のゲストアミノ酸がL体

の場合と D体の場合における取り込まれ方の違いを比較する。また、ゲスト分

子の構造と取り込みの挙動についての相関を明らかにすることを目的とする。

背景 目的
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5.2.実験方法

実験方法をFigure5-1に示す。取り込み、固液平衡を評価するには晶析した結

晶を評価する方法が適しているため、実際に濃縮、冷却晶析を行い、結晶を取得

した。

まず、ナスフラスコに[・va130 g/dm3水溶液を用意し、[、LeU およびD、LeU を

任意の量添加し、撹枠・溶解した。しVa1 とレLeU またはD、LeU を含む混合液を

しVa1濃度が20 wt% VS H20 になるまで濃縮した。結晶スラリーが入ったナスフ

ラスコを 50 ゜C温浴に浸し、10 ゜Cまで 10 ゜C/hrの速度で冷却し、一晩熟成した。

得られたスラリーを 0.45μm メンブレンフィルターでろ過し、結晶と母液に分離

した。取得した車獣桑前結晶の重量に対して50OM%のメタノールを添加し、10分

撹枠後に 0.45μm メンブランフィルターで演過することで母液を除いた洗浄結

晶を得た。晶析前の晶析フィーN夜、洗浄結晶、母液をそれぞれ HPLC で分析

し、「・val、 L・Leu、 D・LeU をそれぞれ定量した。
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L・val solution

<Concentration>

30g/L

D・Leu

L・Leu

<Cooling>

Vvet crystal

Pressure

bathtemp
打nal conc

<res urry>

<DMng>

Complete washed crystal

10゜c cooling rate:10゜C/hr50゜C 宗>

Figure 5-1. Experimetal procedure ofevaluating the incorporation ofD・1'eu and

L・Leu to L-val crystal.

Iatm

123hpa

70゜C

20M%

← MeoH 50O M% vs crystal

取り込み挙動の比較に際し、以下の項目について測定を実施した。

高速液体クロマトグラフィー(HPLC):結晶中、母液中の組成比

粉末X線回折(PX即):結晶構造

結晶外観SEM

Mother Liquor

Vvash Liquor
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5.3.分析・測定条件

【HPLC】

一般に、アミノ酸の定量には日立アミノ酸アナライザL・8900 に代表されるポ

ストカラムニンヒドリン法が用いられることが多い。しかし、本方法ではし・Leu

と D、LeU を分離することができないため、光学分割カラムを用いた HPLC 分析

系を用いて定量を行った。

使用機器 H11ACHl chromaster

Column

カラム温度

検出波長

測定時間

1流速

移動相

定量法

【PXRD】

使用機器

X線源

照射強度

測定角

【SEM】

使用機器 日本電子 JSM、6510
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30 ゜C

2541脚

15分＼

I cm /min

I mM CUS04aq./MeoH = 85:15

3 点検量線法(SID:100,200,30o mg/dm3)

B川kerD2PHASER

CUKa (1.54184A)

30V

4~40゜



5,4.ゲストアミノ酸の立体による取り込み挙動の違い

まず、ゲストアミノ酸の立体による取り込み挙動について、固液の分配比から

違いを比較した。まず、固液平衡の図を Figure5-2 に示す。

レVa1 に対して bLeU を添加して晶析を行った場合、しLeU は結晶中の比率が

0.1 まではほぼ 1:1 の比率で分配されていた。結晶中の比率が 0.1 を超えてくる

としLeUの取り込む量が多くなる挙動を見せている。一方で、 DleUを添加して

晶析を行った場合、 D、LeU添加量が母液のしVa1に対する D、LeU 比率0.12 までは

結品に全く取り込まれず母液に移行する。しかし、 DleU 比率0.12 を超えると、

母液には D、LeU 比率 0.12 以上は移行せず、すべて結晶中に移行する。母液中の

DleU溶解度を超えているため析出したと老えられる。

以上から、取り込み挙動は次の通りにまとめられる。[・va1に対してしLeU は

晶析前の組成に関わらず結晶中に取り込まれており、・一方でDleUは溶解度まで

は取り込まれずに、溶解度を超過した分のみ析出しているような挙動を見せる。
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5.5.XRDから見た結晶構造の違い

L・va1 に対するιleu、 D、LeU の取り込み挙動は大きく異なっていた。そこで、

しVa1とゲストアミノ酸が混在する結晶の構造について比較した。以下、固溶体

の組成を「ゲストアミノ酸/ホストアミノ酸」と表記する。数字は結晶中の m01

ベースの組成比を示している。

しLeu /L・va1 の PXRD スペクトルを Figure 5-3 に示す。しVa1 の(0OD面に該当

する 2θ=フ,3゜、(002)面に該当する 2θ= 14.フ゜のピークが低角度側ルZシフトし、

LleUの含量力汁剛川するにつれてピークがブローディングする傾向を見せた。こ

れは[・va1単位格子中にしLeU分子が取り込まれ、'軸側の格子長が拡張したこ

とを示している。また、 Lva1単イ本のピークは検出されないことから、しVa1単体

は析出せず、ι・Leu/【・va1 固溶体のみ力斗斤1"していることを示している。

一方、 D↓eu/L・va1についても FiguN5-4 にボすPX即スペクトルを取得し

た。 L・va1単体のピークとDleUではない新規ピークの2種類が検出された。例

えば、 L・val、 DleU の(0OD面反射ピークはそれぞれ2θ=フ.3゜、 6.0゜だが、い

ずれにも該当しない 2θ=フ.0゜のピークが新たに検出された。

D、Leu/しVal=50/50 に限ってはしVal、 D、LeU 単体のピークは検出されず、新規

ピークのみが検出された。また、全ての組成でDleU単体のピークは検出され

なかった。

以上から、 D、Leu/【・va1系では析出する結晶は全てが固溶体として存在して

いるわけではなく、しVa1の単体とDleUル・va1の固溶体との物理混合物である

ことが示唆された。また、得られた固溶体の組成はDleu/しVal=50/50であ

り、 1本のシャープなピークのみが検出されていることから、 D、LeU としVa1が

規則正しく整列している固溶体の 1種である共結晶を形成したと吉えられる。
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5.6.D.LeU ん、va1共結1の組成比の算出

D、Leu/1'、va1共結晶の組成比が本当に 50/50であるか、 PXRD のピーク強度の

比から検証を実施した。その結果をlable5-1に示す。

【検証方法】

① HPLC を用いてLV田とD1釦のモル分率を測1定した。

②ι、V田のΦOD面の反射ピーク 2θ=73゜の強度比から、各結晶中に含まれる

[、va1単体のモル分率を算出した。

③ L、va1単体以外は全てD、L則/L・V址の固溶体を形成していると想定し、固溶

体中のし・va1量を算出した。

【計算例(Runl)】

PX即の強度比から見・va1単体の比率は

HPLCで測定した共結晶も含めたし・va1は 84.8%なので、共結晶として存在する

【・va1 は

D↓eUは全て固溶体として存在していると仮定するため、共結晶中のし・va1比率

は以下のようになる。

1412161 / 2064157 = 68.5%

16.4 / U6.4+15.2)= 51.8%

同様の計算を川n2、 3 でも実施し、それぞれについて共結晶中の Lva1比を算

出した。その結果、検証に用いた3サンプル全てで王・va1含量はいずれもほぼ50

m01%と算出されたため、得られた共結晶の組成比はD、Leu/k・val=1/1である。

84.8 -68.5 = 16.4%
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Iable 5-1.1heL・valcontentin the solid solution calculated from the result ofpxRD.

Run

L・val

HPLC%吉果[molqo]

1

L-val

2

3

100

84.8

672

50.5

D-Leu

0

15.2

intenslty

32,8

49.5

L・val

2064157

1412161

614536

L・va1 存在比[m01ツ0]

28810

単体

100

68.4

29.8

L-vavD・Leu

1.4

0

16.4

固溶体中のし・va1比

[m019'0]

37.4

49.1

ヅーゞ"考イβ、'ごー"y二、0学J燮11七会L゛,4y、ナ、

51'8

53.3

49.8
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固溶体の組成比と結晶格子の変化5.フ

固溶体の組成が変わることで結晶格子にどのような変化があるかをPX即か

ら検証した。ι・Leu/ι・va1系では、固溶体中のし・LeU含量が高くなるにつれて、

2θ=フ゜や 15゜付近のピークが低角度但Ⅱでシフトしていることがわかる。その角

度の変化と LeU含量についての相関を確認した。その結果を Figure5-5 に示す。

対象ピークを(001)面相当の反射ピークである 2θ= 6.5゜~フ.5゜とした。

L・Leu/ι・va1系は【・LeU含量が増えるにしたがって低角度側に対数関数的にシフ

トしていたが、 D・Leu/k・va1系はD・LeU含量によらず変化は見られなかった。変

化があった k・Leu/[・va1系について、(0OD面ピークの面間隔 d を Bragg'S 式(5-1)

から算出した。

X線回折で使用したX線源 CU Kαの波長は 1.54184A であり、それを代入し

て算出した結果を Figure5-6 に示す。低角度側Ⅱこシフトするということは、即ち

結晶格子が'軸方向に拡張されているということである。 L、Leu/k、va1系では

λ

上・LeU との固溶体を形成し、しLeU 比率が高くなるほど結晶格子が拡張される。

2d sine (5-1)

λ:X線波長

・方、 D・Leu/見・va1系で得られる固溶体はD・LeU比に関係なく、常に同じ格子長

の結晶が得られる。
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結晶外観5.8

Figure5-7 に示すSEM写真から結晶の外観を比較すると、結晶形が顕著に異

なることが分かる。しVa1単体は通常六角形の板状晶①になるが、ι・LOUル・V址

の固溶体は②、③のように輪郭が明瞭にならない結晶として取得された。固溶

体はランダムに結晶格子内にゲスト分子が置換されるため、結晶格子が局所的

に拡張される。結晶格子が拡張された部分は結晶成長が阻害されることが知ら

れているため、均一な結晶成長が阻害され、滑らかな結晶面に成長できなかっ

たことに起因すると考える。

一方、 D1釦乢・V田の固溶体は、④のように平坦な結晶面上に非常に微細な

柱状晶が生成された結晶であった。結品組成はしVa1とDleu/L・va1の固溶体

の混合物であるため、大きく平坦な結品はし・va1の単体結晶であり、その上に

D、LeUル、va1の固溶体である微細な柱状晶が凝集していると芳えられる。

DleUル、va1の固溶体は微細ではあるが結晶の輪郭が非常に明確であることか

ら、ランダムに結晶格子内に置換されるタイプの固溶体ではなく、規則正しい

結晶配列を持つ共結晶であることを支持する。
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Leu/L・va1 の結 1構造5.9. D

5.9.1.単結晶作成

PXRD およびHPLC の結果より、 D・Leu/L・va1は 1:1 の共結晶を形成している

ことが示唆された。それを証明するため、単結晶を取得し、 X線構造解析を行

おうと老えた。しかし、単に静置で冷却晶析を行うだけで結晶が微細化し、 X

線構造解析を行うに適する結晶を取得することができなかった。そのため液液

拡散法勁を用いて単結晶を作製した。

まず、 va1の飽和水溶液を直径2Cm のサンプル}阪に2Cm3入れ、その上か

ら、エタノールを 8Cm3を水層と混ざらないように壁面に沿って滴下した。栓

で密封し、 3日静置することで300μm程の単結晶が得られた。

5.9.2,単結晶 X 線測定条件

つくば市の高エネルギー加速器研究機構PFARNW12Aを用いてX線を照射

し、回折像を取得した。

・ X線波長心.75A

・測定温度:10OK (冷却乾燥窒素ガスを吹き付けながら測定)
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5.9.3.結果

構造解析で得られた各種パラメーターを以下に記す。充分な精度で構造解析

ができていることを確認した。

・反射数/パラメーター数 16.55

・分＼角皐育皀 0.69 A

・RI(構造解析結果の代表的統計値) 0.0819

・ GoodnessofFit (構造解析結果の代表的統訓イ向 1.439

・ Hackパラメーター俳色対構造決定の精確さの指標):0.03

次に、結晶のパッキング図を Figure5-8 に示す。 C軸方向には、レVa1 と

D・LeUが交互に層を形成していることが明らかとなった。各層間は、仰住貞同士

の疎水性相互作用からなる層と、アミノ基、カルボキシ基の水素結合相互作用

からなる層が交互に連なっていた。

また、各結品学的定数を lable5-2 に示す。結晶形、空間群、格子定数等の

パラメーターは立体が反転している D・vavL・LeU結晶の文南剣直と全く同じであ

ら、ラセミ結晶と同様の機構でD・vavL・LeU共結晶が形成されたと推測され

る。 DLva1 と比較して'軸方向が若干拡張されているが、 va1の但雌貞より Leu

の伯佳貞の方がメチル基1つ分長いためであると老える。

つた。また、ラセミ結晶である DL・va1と結晶形、牢間群が同等であることか
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5.10.母液中のホスト、ゲストアミノ酸の溶解度変化

L・va1 に対して、ιleU と D↓eU の取り込み挙動が違うことを様々なツールで

確認した。取り込み挙動が違うということは、固液平衡も異なり、液側である母

液の相互作用も変化することが想定される。そこで、溶液中の各アミノ酸の組成

を測定するとFigure5-9 に示すように母液中の溶解度に大きな差があった。

ι・Leu/L・va1系では、母液中の k・LeU濃度が上昇するにしたがってしVa1の濃

度も上昇した。無機塩でいう塩溶効果に近い。・一方でD、Leu/k・va1系では、母液

中の D、LeU濃度が 10g/dm3未満の場合溶何孕度は変わらず、10g/dm3以上の領域で

はし・va1濃度が減少していた。こちらは無機塩でいう塩析効果に近い。この違い

について芳察した。

ιleu/.L・va1系では任意の組成で固溶体を形成する。 L・LeU低濃度領域では得

られた固溶体と母液はほぼ同じ組成比である。一般に、任意の組成で仟勿戊するこ

とができる固溶体は、ホストアミノ酸とゲストアミノ酸の組成比がH に近づく

につれて結晶格子が拡張されることが知られている(vegardの法則)。また、化

合物の溶解度と密接な関係がある格子エネルギー(のは結晶格子内の化合物間の

距離(川に反比例する(5-2式)。結晶格子が拡張、即ち r0が大きくなることで Uは

小さくなり、溶解度は高くなる。したがって、固溶体のし・LeU比が高くなるにつ

れて、 L・va1の溶解度も高くなったと吉えられる。

υ ー'・'←・リ4πε0γ0 η
(5-2)
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ーー方、 D、Leu/ Lva1 系1才1与られる糸吉晶力§ D、Leu/ k・val= 1:1 の共糸吉晶とし・va1 単

体である。どちらも組成、結晶格子共に変化しないため、水に対する溶解度はー

定であると推測1される。まず、 D↓eUが低濃度の領域ではD、LeU とし・va1の共通

溶解度を超えずDleu/Lva1の固溶体が析出してこないため、 DleU濃度によら

ずし・va1濃度は一定になる。 D、LeU濃度力珠勺10g/dm3 を超えると、共通溶解度を

超えて析出する。更にDleU濃度を上げていくと、エ・va1の水和に必要な水和水

がD、LeU分子の水和に使われてしまうため、Lva1の溶解度が減少したとぢえる。
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D.LeUん、va1の共結晶生成機構5.1 、1

5.下1.1.分子模型による共結晶生成機構の推定

これまでの結果から、 D・Leu/しVa1系においてD・LeU は共通溶解度に達するま

で全く析出せず、共通溶解度を超えると D・Leu/L・va1の共結晶として析出した。

これは機構が分かっているし・Lew[・va1の系とは異なる。レLeu/しVa1系では結

晶成長の際にし・LeU分子力絲吉晶表面に吸着し、しVa1結晶格子に取り込まれる。

一方で、 DBS分子もしVa1結晶表面に吸着はすると推測されるが、結晶格子に取

り込まれなかったと芳えられる。

L、va1結晶は 0 軸方向沿ってしVa1分子が規則正しく整列しており、カルポキ

シ基とアミノ基がそれぞれ水素結合を形成している。

それぞれ結合させたときしVa1 の結晶構造を分子模型で再現し、しVal、 D-Leu

の結合状態を Figure5-10 に示す。しLeU を結合させた場合、通常のしVa1結晶と

同様に0軸方向に並行になるようにアミノ基のNとカルボキシ基の0の1つが

整列している。一方、D、LeU を結合させてみると、Nが"軸方向に並行にならず、

b軸方向に歪んだ水素結合が形成された。水素結合の結合エネルギーは定量ない

が、歪んだ水素結合の方がエネルギー的に不利であり、水素結合の安定性はし

Leu/しVal>D、Leu/[、va1であると推測される。以上から、しVa1の結品に対して、

[、LeU は任意の組成で固溶体を形成するが、 D・LeU はある濃度までは固溶体を形

成できなかったと仮説を立てた。
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5.下1.2.相互作用エネルギーの推算

結晶格子への取り込まれやすさは結晶格子とゲスト分子間の相互作用の安定

性と相関があると芳える。そこで、相互作用のエネルギーを比較し、 LLeUが取

り込まれやすく DleU が取り込まれにくいということを証明できないか検証し

た。今回は相互作用エネルギーを実測することが困難であることから、 Mate血1

Studi0 というソフトウェアを用いてエネルギーの試算を実施した。

詰十算方法】

ι・va1分子 4×4×4 の結晶を作製した。

Va1結晶のうち 1分子をゲスト分子に置き換えた。(構造A)

構造Aのうち、ゲスト分子を除いた系を作製した(構造B)

構造Aのうち、ι・va1分子全てを除き、格子内にゲスト分子1のみ存在する

系を作製した(構造C)

各構造を Figure5-11 に示す。各構造の系のエネルギーをEA,五B,ιC とすると、

結晶とゲスト分子との相互作用エネルギーE1は(5-3)式のようになる。

(5-3)EI = EA 一三B - EC

詣卜算環境】

ソフトウェア: Materialstudio(ダッソー・システムズ・バイオビア株式会社)

計算モジュール:Forcite卯)(古典分子力場計算モジュール)

ポテンシャル関数:cvffD・収)(広範囲の有機化合物の小さな結晶をモデル化する

ために用いられる一般的な価電子ポテンシャル関数)

ゲスト分子 L・val, L・Leu, D、Leu
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結果をlable5-3 に示す。 E1が低ければ低いほどゲスト分子と結晶格子の親和

性は高く、取り込まれやすい。まず、王・va1をゲスト分子とした場合、【・va1同士

の親和性が高く、動がマイナス、即ちゲスト分子が存在した方が系として安定と

いうことである。ιleU も工・va1とほぼ同様であり、親ネ剛生が高いため任意の濃

度で取り込まれ、固溶イ本を形成したと吉える。・一方、 DleU はし・va1結晶との親

和性は非常に低く、勗がプラス、即ちDleUが存在することで系が不安定になる

ということである。 D↓eUは周りの分子と反発し、水素結合をうまく形成するこ

とができなかったため、系のエネルギーが増加したと吉えられる。系のエネルギ

ーが高いということは系が不安定であるということなので、D、LeUは取り込まれ

にくかったと芳えられる。以上の結果から、 D、LeU はιleU と比較して取り込ま

れることによって系が非常に不安定になるため、ιleUのように任意の濃度固溶

体を形成することができなかったと芳える。
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0

Figure 5-11. structures ofsystem used for interaction energy estimation.1he

Structure in 、Ψhich one molecule in the crysta11attice of l'・va14 × 4 × 4 is replaced

by a guest amino acid (A).1n the structureA, a guest molecule 、¥as removed to

form a vacuum layer (B).1n the structureA, aⅡ the 王一val molecules were removed

to form a vacuum layer (C).

0 B 0

Iable 5-3.1nteraction energy ι'1.

4 [kl/m01]ゲストアミノ酸

見・val

ι・Leu

D・Leu

・34.5

・30.5

1857
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5.12.まとめ

本章では、しVa1の類縁体の相互取り込みについて、ホストアミノ酸をし・val、

ゲストアミノ酸をエナンチオマーである kleU と D・LeU に設定し、取り込み挙

動の比較を行った。その結果、 L・LeU はし・va1と任意の割合で固溶し、結晶が微

細化した。一方で、 D・LeU は母液濃度が t・va1対して 0.12 までは全く固溶せず、

0.12 を超えると Dleu/王・val=ν1 の共結晶を形成することが分かった。

更に、取り込み挙動を結晶構造から考察した。 L・Leu/L・va1結晶の場合、 L・val

結晶格子中にレLeU がランダムに置換する置換型固溶体であった。吸着した k・

LeUが一定の割合で取り込まれていると老えられる。ーー方D・Leu/ι・va1結晶の場

Z＼
ロ、 DleUとレVa1が 1文h で規則正しく配列されている共結晶であった。ラセ

ミ結晶と同様の機構で共結晶として析出したと吉えられる。
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6章.今後の展望
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6.1.va1結晶形の最適化に向けて

本研究では、界面活性剤やその誘導体、アミノ酸類縁体等様々な添加剤を用い

て結晶形を変化させ、その中でアニオン系界面活性剤である DBS、比較でカチ

オン系界面1舌性剤としてDIMAC、類縁体としてし・LeUとそのエナンチオマーで

ある D・LeUについて検討を実施した。そして、添加剤の化学構造と吸着、および

結晶成長阻害に対する相関を明らかにした。

本研究の最終的な目標は得られるVa1結晶の結晶形を最適化し、使用時の操作

性改善や、製造プロセスにおける生産性向上である。その目標に対して、課題と

なるVa1結晶の浮遊性を改善するためのアイデアとして、結晶を厚くする方法が

挙げられる。厚さ方向はVa1結晶で言うと〆紬方向であり、今回結品成長実験で

重点的に評価した"軸、 h軸方向とは異なる。今後の課題として、'軸方向の結

晶成長のより定量的な評価の手法が必要になると老える。

一方、4級アンモニウム系の添加剤であるBTEACが厚み方向の成長に有意に

寄与していることが示唆された。ではこの化合物を用いれぱ課題が解決するか

と言えば、そう簡単なことではない。例えは、 BTEAC の類縁体である

B伽.y1伽methylammonium chloride(BIMAC)もⅡe に対して厚み方向の成長に効果

があることが既往の研究 35)で示唆されていたが、 BIMAC は労働安全衛生法第

57条の 4 で「強い変異原性が認められた化学物質j として登録されており、実

験室での使用もある程度制限されてしまう。そのため、変異原性物質の指定を受

けていないBIEAC を用いていた。しかし、 BTEAC も非常に構造が近しい物質

であり、今後変異原性物質に登録されるりスクがある。医薬、食添等に用いる場

合、製造プロセスに用いる副原料の安全性が非常に重要になるため、上記のりス
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クになりうる物質を製造プロセスに導入することは困難であると考える。

そこで、 BTEACの厚み方向に寄与する機構を明らかにし、化学構造と厚み方

向への寄与との相関を明確にすることが重要である。機構が明確化することで

最適な添加剤の化学構造の決定につながる可能性がある。その際、本研究で得ら

れた結晶形状変化の評価方法等の知見が大いに役立つと吉える。

もうーつの課題は、撹押系と静置系とのギャップである。添加剤の評価として

今回は主に評価しやすい系である静置系を採用した。しかし、実際プロセスや使

用時に静置系で使用することは殆どなく、撹押系で同様の効果が得られるかが

重要になる。撹桴系での評価は撹押に関するパラメーターを吉慮する必要があ

り、より評価が複雑になる。納得の行く撹枠系での評価が重要になると芳える。

これらの課題を解決し、顧客観点、製造観点共に大きく貢献することがプロセ

ス技術者、研究者にとって最も重要なことであり、これは研究対象がVa1から変

わっても不変であると芳える。
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Abstrad

Branched・chain Amino Adds (BCAAS) are essential amino adds mainly produced throU目h fer・
mentauon. with respectto BCAA crysta11iza廿on,血e incorporauon behavior ofl'・form BCAAs as a
guest amino add in the clysta11iza廿on ofl.・form BCAAsis we11hlown. However,the incorporauon
behavior ofD・form BCAAs as a 留Uest amino add in the cryS仏11iza廿on ofl'・form BCAAsis not dear.
In this study, we focused on the clystal conformauon and inc0ゆora廿on behavior of D・1.eucine
(Dleu) and l'・1eudne (ι・1'eu)in the clysta11iza廿on ofι・valine (見・vaD. Moreover, the di丘erence in
the incorpora廿on behavior was inveS廿目ated on the basis ofthe diS廿ibU廿on rauo of crystals to
m0血erliquor, and the crystalS廿UctⅡre and interacuon energywere calculated using a molecular
d抑amics method. The crystalcomposed ofl・1'eu in ι・valformed as a solid solU廿on and l・1.eu was
SubS廿tuted into the crysta11a出Ce of ι・val.1n the case where D・ιeu was added as a guest amino
add durin晋ι・valcrysta11iza廿on, Dleu was notinc0印orated into the ι・va11a廿ice because the in・
teraC廿on ener部 between a D・ιeu molecule and the l'・valcryS始11a廿ice wassubS始n廿a11y 弩reater
than 壮latbetween an l・1'eu moleculeand the ι・valclysta11a出Ce.
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◆゛◆ Publishing
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1.1ntroducuon

Amino acids are the fundamental building blocks ofpeptides and proteins and are used innumerous applications
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induding pharmaceuticals, medical fbod, and fine chemicals. C011ectively, L・1eucine (L・Leu), L・isoleucine

(L・11e), and L・valine (L・val) are kno、Nn as Branched・chain Amino Acids (BCAAS). BCAAs are essential amino

acids and necessary fbr proper muscle function. Recenuy, BCAAs have been reported to prevent locomotive
Syndrome in the elderly [11 PI.1n most cases, BCAAs are commercia11y produced through fermentation. smaⅡ

quant託ies ofother amino acids, including other BCAAS, are also produced as impurities during the BCAA fヒr・

mentation process. The target BCAAs must be separated "'om impuriw・containing mixtures to be shipped as a

Product.1n BCAA crystaⅡization, other BCAAs are kno、vn to be difacultto separate because oftheir common

Components and tendency to form solid solutions In this case," solid solution" refers to a crystal structure

Produced by random indusion of impurities into the la廿ice of the host amino acid (i.e., the target amino acid)
Crystal. The fbrmation of a solid solution during BCAA crys{a11ization has been reported to be a consequence of
the host and the guest amino acids (impurity amino acids) having similar branched hydrophobic side chains and
Crystal structures {4]・[8]. CO・crystals with a l:1 ratio of D・form and L・form BCAAs have been reported [9]・11 U;
ho、Never, quantitative evaluations oftheir mutualincorporation behavior are rare.
In this report,、¥e fbcus on the crystal confbrmation and incorporation behavior of D・1eucine (D・Leu) in crys・
仏11ine L・val(D・Leu L・va". For comparison, the incorporation behavior of L・Leu in L・val crystals 、vas also
Studied.

2. Experimental

2.1. Materials

The D・Leu used in this study was a special grade (purity 98.0゜0) and purchased 介om 、NAKo pure chemicals

L・Leu and L・val used in this study 、Nere pharmaceutical grade and purchased from A"NOMOTO CO.,1nc.

22. Methods

The experimental aow is sho、¥n in Figure l. First, a 30 g L L・val aqueous solution was prepared. L-Leu or
D・Leu was added to this solution and the resulting solution was stined. The solution was then evaporated until
the concentration of L・valin the solution (CL人。1) waS 20 M゜0. crystals fbrmed in the solution. The resulting
Slurry was subsequently placed in a 50゜c water bath, cooled from 50 c t0 10゜c at a cooling rate of lo゜c h and

Wa5h liquor

1. sen et α1

L・val solution

Mix liquor

<Concentration>

30g/L

← Guest Amino acids (L・Leu or D・Leu)
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<Drying>
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then maintained at lo゜c ovemight. The slurry waS 創trated using o.45 μm membrane filters. The wet crystals
Were 、¥ashed using MeoH. The concentrations ofL・Leu, D・Leu, and L・val、Nere analyzed by high・performance
Iiquid chromatography (1舮LC; column: MCIGEL CRSIOW; column temperature:30'C; detection 、Navelength:
254 nm; measuring time:15 min; mobile phase:1 mM CUS04 aq.nYleoH [V V] 85 15; ao、N rate:】 mL min).
The crystal structure was analyzed using powder x・ray dif6'action (PXRD: Bruker D2 P11ASER, CUKa,30 kv)
and the crystalshape was analyzed by scannin8 electron microscopy (SEM; JEOL JSM・651の.

3. Results and Discussion

3.1. solidliquid Equilibria ofし1'eUル・valand Dleu/エ・val

The in川al experimental system is represented as the molar ratio between the guest amino acid and the host
amino acid. For example, L・Leu crystaⅡization in L・valis represented as "L・Leu L・val". A comparison of the
inc0ゆoration behaviors ofL・Leu L・val and D・Leu L・valis sho、¥n in Fi套UI'e 2,、¥here the ratios ofguest amino
acids to L・valin the crystals are plotted against those in the mother liquor at equilibrium.1n the case of L・Leu
Used as aguest amino acid (blue solid circles), L・Leu was incorporated into L・val crystals. The impurity content
in the crystals was linearly plotted against tha tin the mother liquor. By contrast, in the case 、¥here D・Leu was

Used as aguest amino acid (red open circles), a11 D・Leu remained in the mother liquor.、入'hen the molar ratio of
D・Leu to L・val(represented as xD.L。。) in the mother liquor 、Nas less than o.12, D・Leu 、Nas not incorporated into
L・val crystals. HO、uever,、¥hen xD.L。,、¥as greater than o.12, D・Leu crysta11ized with L・val crystals. Thus, the
Solubility ofD・Leu in the mother liquor 、Nas xD.L。,0.12.

In summary, L・Leu was incorporated in a ceHain ratio ofxL.L。, in the mother liquor. D-Leu 、Nas not incorpo・
rated 、Nhen its concentration in the mother liquor was less than the solubility lim北; ho、¥ever, D・Leu was crystal・
Iized 、Nhen its concentration in the mother liquor was greater than the solubility limit.1n this report,、Ne mainly
discuss cases 、vhere xL L。,0.12 and xD.L.,< 0.12 in the mother liquor.

32. crystalconformation

Ihe structure ofcrystals obtained by crystaⅡization was analyzed by pxRD (Fi套Ut'e 3). The molar ratio bet、Neen

L.val and L・Leu in the crystalis denoted as L・Leu L・valin this figure. The diffraction angles (2θ) ofthe (0O D
and (002) peaks in the pattem of L・val 、¥ere detected at 2θ 7.3゜ and 14.6゜, respectively.1he diffraction angles
Of the (001) and (002) peaks in the pattem of L・Leu 、、,ere detected aS 2θ= 6.0' and 12.1゜, respectively.1n the

Case of L・Leu incorporated into L・val crystals, these peaks 、Nere shi負ed t0 10、¥er angles than those of single・
Crysta11ine L・val and the extent oftheir shi介 Was depende爪 on xL.L。, in the crystals. The relationshゆ bet、Neen
the diffraction angle and lattice spacing, kno、Nn as Bragg's la、V, is sho、Nn in Equation (1):

2dsine = h入 U)

Where d is the lattice spacin旦, h is an integer (11 1 2,3,・・・) representing the order ofdif介action, and 入 is the
X・ray 、Navelength (CUKa:1.5418 A). As e decreases, d increases. our pxRD results show that L・Leu 、Nas

0.4
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Fi套Ure 2. plot ofthe distribution ratio ofLeU 帥d
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incorporated into the unit ceⅡ ofan L・val crystal and that the c・axis expanded. Moreover, the incorporation of
greater amounts of L・Leu into L・val crystals resulted in broader peaks.1t 、vas speculated that the regularity of
the crystal array decreased because L-Leu 、¥as randomly incorporated into the L・val crysta11attice.、ve there・

fore considered these crystals to be a solid so】ution. L・val and L-Leu peaks 、Nere not detected in any of the

PXRD pattems of L・Leu L・val. Therefbre, L・val and L・Leu single crystalsdid not form; only the L・Leu L・val
Solid solution crysta11ized.

10 11 12 13 H 15 16 17 18 1り 20

2n 1 1

Fi套Ure 3. PXRD pa廿ems ofL・LewL・val clystals. The molarratio
Of L・val a11d L・Leu in the crystalis represented as " L・LelvL・val'

[mol m01] in the flgure

33. crystalMorph010gy

The cwstal shape differed markedly between the L・Leu L・val crystal and the D・Leu L・val crystal(Figul'e 4).

When xD.L., was less than o.12 in the mother liquor, the molar ratio ofthe obtained crystal 、¥as D・Leu L・val

0.03 9997. D・Leu was hardly incorporated into L・val by crystaⅡization. The crystal clearly exhibited a hex・

agonal・plate morph010gy,、vhich was ide爪ical to that of the L・val single crystal. HO、¥ever, vaguely outlined
介ne crystals 、Nere obtained in the case of L・Leu L・val crysta11ization; this morph010gy was a result of the for・
mation ofa solid solution.1n the L・Leu L・val solid solution, L・Leu was randomly incorporated into the L・val
Crysta11attice. Because the side chain of L・Leu is larger than that of L・val, L・val crystal groMh was stopped at
the point of L・Leu incorporation, disturbing the normal groMh of L・val crystals. Therefore, the L・Leu L・val

Solid solution crystaⅡized as vaguely outlined and fine crystals.

L.LCU L.val = 9 91

L.LCU L.val = 16 父4

L.val

1. sen et al

L.LCU L、val 34 66

3.4. Esuma廿on oflnteracuon Energy

L・Leu 、vas incorporated into L・val crystals,、Nhereas D・Leu 、vas not.、入'e speculate that this difference in incor・
Poration behavior was due to the magnitude of the interaction energy between a molecule of the guest amino

acid (L・Leu or D・Leu) and an L・val crystal. The interaction energy is correlated with the stability ofthe crystal

Structure:、Nhen the interaction energy is lower, the crystal structure is more stable.

、Ne calculated the interaction energy on the basis ofthis assumption. The interaction energy is dif"cult to de・

termine experimenta11y;、Ne therefbre calculated it using a molecular dynamics package (Materials studio, from
Dassault systemes Biovia K.K.). The L・va14 4 2 Crystalstructure 、¥as dra、¥n and optimized 号eometrica11y

Using the cV仟 function,、vhich is a generali2ed valence potential function used to model sma110r8anic crystals

and 8as-phase structures such as amides, carboxylic acids, proteins, and a wide range oforganic compounds
A guest amino acid was used to replace one ofthe existing L・val(10の Surfaces (structure A). The crystal

Iattice in 、Nhich the guest compound was removed from structure A 、Nas constructed (structure B). The crystal
Iattice in 、vhich aⅡ L・val except the guest compound was removed from structure A 、¥as also constructed

(structure c). structures A・c are sho、Nn in Figul'e 5. The interaction energy (ι1)、Nas estimated from Equation

L・LCU
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i琴Ure 4. SEM micr0即'aphs ofcwstals:(a) L・val single cwstal ao0り,(b) D・LewL・val = 0.03/9997 (100り,(C) D・Leu
L、val = 0.0399.97 (300 ),(の LlewL・val= 2/98 (100刃,田ld (e) L・LelvL・val= 2/98 (400り, where the molarratio be・
Neen L・va1 飢d L・Leu or D-Leu in the crystals isrepresented as L・LewL・val[movmou arld the ma即i負Cation is denoted
in parentheses
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ト igⅡre 5. crystal stNcture (projection 6Eures fiom the a・axis). nis figure sho、¥s the case of
D・Leu in an L・val crysta11a杜ice. L-val molecules are shown as stick models, D・Leu mole・
Cules are shown as ba11・a11d・stick models. a11d the void represents vacuum. S加Cture A
L・va14 4 2 Crysta11a杜ice in 、vhich one ofthe L・val molecules in the (10の S山face was
Substituted with D・LeU 田ld the lattice was optimized geometrica11y using Materials studio
StruC加re B: substituted D・Leu 、vas removed fiom structure A. stNctuN C: only D・Leu re・
mained in stNC加re A.

Iablc l. calculated interaction ener名ies beNeen guest amino acid moleculeS 即d a11 L・val
Cwstal[W/m01]

Guest amlno acld ε1

-34L.val

-31L・Leu 15

^

340D・Leu 18512143

Guesl ammo acld" mearls subst】1Uted ammo acld Materlals studlo 、、as used to estlmate the lnteracuon energy
(module forc】1e potentlalfunctlon cvfn
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ε,*ι'ー(ι,一ι') (2)

Where EA, EB, and EC 、Nere calculated as the total energy ofstructure A, structure B, and structure c, respective-
Iy.

The estimated interaction energy is sho、Nn in lable l.1n the case 、¥here L-val、¥as used as a guest amino acid,
El represents the interaction energy between a molecule of L・val and an L・val crystal. A comparison ofthe in、
teraction energies reveals that the energy of D・Leu 、Nas remarkably higher than those of L・Leu and L・val. The

interaction energy is conelated with the likelihood of incorporation.1n the case of a high interaction energy, the
Crysta11attice became unstable and dif6Cult to construct; therefore, D-Leu was dif"cult to be incorporated.

4. condusion

A mixture of L-Leu and L-val crystals 、Nas fbrmed as a solid solution randomly constructed by L、Leu and
L・valin the crysta11attice. By con廿ast, D・Leu was not incorporated into L・val crystals and did not result in the
fbrmation of a solid solution 、vhen xD.L。,、vas less than o.12 in the mother liquor because the interaction energy
bet、veen a D・Leu molecule and the L・val crysta11attice was remarkably higher than that bet、¥een an L・Leu mo,

Iecule and the L・val crysta11anice.
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