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摘要：由于虾青素酯具有多种存在形态，其准确定量还存在难点，将其有效转化成可定量
的游离态是解决问题的关键。本实验将南极磷虾作为不同形态虾青素研究的代表性品种，
采用柱层析法从南极磷虾中分别制备了虾青素的单酯和双酯，明确了其组成和含量，作为
典型特征样品，进一步通过单因素和正交实验优化确立最佳酶解条件，并对方法的准确性
和适用性进行了评价。结果显示， ① 从南极磷虾中制备并鉴定出 8 种虾青素单酯和 13 种
双酯作为典型特征样品； ② 单酯在底物浓度为 0.5 μg/mL，反应体系酶浓度 1.14 U/mL，
反应温度 25 °C，反应时间 75 min 时，游离虾青素回收率达 94.56%±1.24%；双酯在底物浓
度为 1.0 μg/mL，反应体系酶浓度 0.92 U/mL，反应温度 25 °C，反应时间 75min 时，游离
虾青素回收率为 98.28%±0.84%。 ③将常温酶解法应用于实际样品的测定中，南极磷虾油
中虾青素的含量为 (265.09±20.35) mg/kg，雨生红球藻中虾青素的含量为 (21 759.36±90.19) mg/kg。
为了验证方法的准确度，分别采用标准 SC/T 3053-2019 和 GB/T 31520—2015 与酶解法进
行比较，结果分别为 (260.42±11.57) 和 (21 752.54±100.00) mg/kg，偏差均小于 10 %；进一
步通过在样品基质中添加全反式虾青素标准溶液的方式进行了验证，南极磷虾中游离虾青
素回收率为 95.24 %，RSD 为 2.03 %；雨生红球藻中游离虾青素回收率为 98.56 %，RSD
为 0.75 %，说明常温酶解法的准确度和精密度可以满足虾青素酯的准确定量。研究表明，
常温酶解法的反应条件温和，减少了温度引起的虾青素氧化和异构化，最大化的将酯态转
化成游离态，适用于水产品中虾青素酯的准确测定。
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虾青素 (3,3′-二羟基-4,4′-二酮基-β,β′-胡萝卜

素, astaxanthin)，是一种含氧类胡萝卜素衍生物，

由 4 个异戊二烯单位以共轭双键形式连接，两端

又有 2 个异戊二烯单位组成的六节环结构[1]。虾青

素主要以 2 种形态存在：游离态和酯化态，酯化

态虾青素 (单酯、双酯) 是由于虾青素两端的羟基

性质极其活泼，易与脂肪酸结合。在自然界中，

鲑鳟鱼类和红法夫酵母中的虾青素主要以游离态

形式存在 [2-3]，而在雨生红球藻  (Haematococcus
pluvialis)、虾和蟹中，主要以酯化态的形式存在[4]。

其中南极磷虾  (Euphausia superba) 中虾青素 90%
以上都是以酯态存在，单酯占 25%~35%，双酯占
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55%~64%[5]，单双酯含量和组成都比较丰富，因

此可以作为虾青素酯类研究的代表性品种。

由于商品化虾青素酯类标准品缺乏，导致无

法直接对酯态虾青素进行准确定量分析，需将其

有效转化成游离态后才能准确定量。目前常用皂

化法 [6-7] 和生物酶解法 [8-9] 进行该水解反应。皂化

法容易引起虾青素的异构化，而生物酶解法虽然

反应温和，但是酶解过程需要加热，也会造成虾

青素的损失和异构化。

与单酯相比，双酯的稳定性更好，二者由酯

化态酶解成游离态所需条件可能有所不同。如果

能够降低生物酶解法的反应温度，优化其酶解条

件，将不同形态的虾青素酯有效转化成游离态，

可以实现不同形态虾青素的准确定量。因此，本

研究分别将从南极磷虾中分离鉴定的虾青素单、

双酯作为典型特征样品，胆固醇酯酶为催化剂，

探讨底物浓度、体系酶浓度、反应温度和反应时

间等因素对游离虾青素回收率的影响，再通过正

交试验获得最佳酶解工艺，建立准确定量虾青素

酯的测定方法，为虾青素资源的综合利用提供科

学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验原料

南极磷虾由项目组于 2018 年 12 月购自大连海

洋渔业集团公司 (水分含量 82.3%±1.9%)，全程冷

链运输，取出 1 kg 左右样品匀浆后于−80 °C 保存

待用；南极磷虾油由大连海洋渔业集团公司提供；

雨生红球藻粉由上海海洋大学提供。虾青素标准

品 (纯度 95.8%±0.5%) 购自德国 Dr.  Ehrenstorfer
公司，胆固醇酯酶 (500 U/mg) 购自上海源叶生物

科技有限公司。甲醇、叔丁基甲醚、丙酮等色谱

纯试剂均购自美国 Merck 公司，其他试剂均为国

产分析纯。 

1.2    仪器与设备

Q Exactive 高效液相色谱-高分辨质谱联用仪，

美国赛默飞世尔科技  (中国 ) 有限公司；Agilent
1100 高效液相色谱仪 (配紫外检测器)，美国安捷

伦科技有限公司；CR22G 高速冷冻离心机，日本

Hitachi 公司；N-EVAP112 氮吹仪，美国 Organo-
mation 公司； XW-80A 旋涡混合器，上海医大仪

器厂；IS-RDS3 叠加式恒温振荡器，美国精骐国

际有限公司；Milli-Q 超纯水仪，美国Millipore 公司。 

1.3    测定方法
 

　　南极磷虾虾青素单、双酯的分离和提纯　

　参考丛心缘等[10] 方法。 

　　单、双酯虾青素提取物的鉴定　　采用高

效液相色谱-高分辨质谱仪进行定性鉴定。 

　　色谱条件和质谱条件　　参照丛心缘等[11] 。 

　　常温酶解方法　　在 1.0 mL 酯态虾青素样液

中，分别加入 2 mL 丙酮和 2 mL Tris-HCl 缓冲液

(将6.06 g Tris 溶解在750 mL 水中，用1 mol/L 的HCl
调节 pH 到 7.0，然后用水定容到 1 000 mL。)，摇

匀，恒温放置  2 min，加入适量胆固醇酯酶溶液

(4 U/mL)，恒温振荡水解，然后加入 1 g 无水硫酸

钠和 2.0 mL 石油醚，涡旋振荡约 1 min，静置分

层，将上层石油醚层取出待用，下层溶液再加入

2.0 mL 石油醚重复提取 2 次，合并石油醚相，氮

吹至干，用 1mL 丙酮复溶，过 0.45 μm 滤膜后，

采用 HPLC 进行测定。 

　　磷虾和雨生红球藻中虾青素酯含量分析　　虾

青素的提取和测定方法分别参考 SC/T 3053—2019[12]

和 GB/T 31520—2015[13]，水解方式采用本实验建

立的酶解法。 

　　常温酶解法单因素实验　　酶解法水解虾青

素酯影响游离虾青素回收率的因素主要有：底物

浓度、体系酶浓度、反应时间、反应温度，进行

单因素实验，各反应条件平行测定 3 次，取平均值。

① 底物浓度的选择。将单、双酯进行稀释，

底物浓度分别为 0.1、0.2、0.5、1.0 和 2.0 μg/mL，
设置体系酶浓度为 0.67 U/mL，酶解温度 25 °C，

反应时间 45 min，按照 1.3 进行酶解反应。

② 体系酶浓度的选择。单酯样品浓度为 0.5
μg/mL，双酯样品为 1.0  μg/mL，酶浓度分别为

0.36、0.67、0.92、1.14和 1.33  U/mL，酶解温度

25 °C，反应时间 45 min，按照 1.3 进行酶解反应。

③ 反应温度的选择。单酯样品浓度为 0.5
μg/mL，酶浓度为 1.14  U/mL；双酯样品为 1.0
μg/mL，酶浓度为 0.67 U/mL；反应温度分别为 4、
15、20、25 和 37 °C，反应时间 45 min，按照上

述方法进行酶解反应。

④ 酶解时间的选择。单酯样品浓度为 0.5
μg/mL，酶浓度为 1.14  U/mL；双酯样品为 1.0
μg/mL，酶浓度为 0.67  U/mL；酶解温度 25  °C，

酶解时间分别为 30、45、60、75 和 90 min，按照

上述方法进行酶解反应。 

　　常温酶解法正交实验　　在单因素试验的基
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础上，酶解反应采用 4 因素 3 水平设计，以底物

浓度 (A)、体系酶浓度 (B)、反应温度 (C) 及酶解

时间  (D) 作为参考因素，按照 L9(3
4) 正交表进行

正交试验，正交设计方案见表 1 和表 2。各反应

条件平行测定 3 次，取平均值。 

　　游离虾青素回收率测定　　

( ) =

£ 100
 

1.4    数据分析

采用 SPSS 23.0 设计 4 因素 3 水平正交实验，

和 Excel 软件一起进行数据处理，并对正交试验

所得数据进行方差分析和 Tukey 氏检验进行差异

显著性比较。 

2    结果
 

2.1    单、双酯的鉴定结果

采用高效液相色谱-高分辨质谱仪，采用 Full
MS/dd MS2 模式采集数据，比较目标物的精确分

子质量、保留时间以及虾青素二级碎片离子碎裂

规律与特征碎片对提纯的虾青素提取物进行鉴定。

在制备的南极磷虾的单酯提取物中鉴定出 8 种虾

青素单酯，在双酯提取物中鉴定出 13 种双酯 (表 3
和表 4)。 

2.2    单因素实验结果与分析
 

　　底物浓度　　底物浓度越小游离虾青素回收

率越低，0.1 μg/mL 时损失最大 (图 1)。单、双酯

随着底物浓度的增加，游离虾青素的回收率先增

后减，当单酯浓度为 0.5 μg/mL、双酯为 1.0 μg/mL
时游离虾青素回收率达到最大，且均在 95% 以上。

但如果底物浓度超过该范围，游离虾青素回收率

就会减小。因此选择单酯浓度为 0.5 μg/mL，双酯

为 1.0 μg/mL 为酶解的最适底物浓度。 

　　体系酶浓度　　以体系酶浓度和游离虾青素

回收率制作曲线，随着体系酶浓度的增加，单酯

和双酯的游离虾青素回收率都是先增加后降低，

对于单酯，当加酶量为 1.14 U/mL 时，游离虾青素

回收率达到最大 (94.07%)；对于双酯，加酶量为

0.92 时，达到最大值 (87.68%)。在 0.92~1.14 U/mL
体系酶浓度水平下，全反式虾青素的损失率低于

12% (图 2)。 

表 1    单酯正交试验因素及水平

Tab. 1    Code and level of independent variables used for
orthogonal array design in monoester astaxanthin

水平
level

因素 factor

A 底物浓度/
(μg/mL)
substrate

concentration

B 体系酶浓度/
(U/mL)

system enzyme
concentration

C 温度/°C
temperature

D 时间/min
time

1 0.5 0.67 20 60

2 1.0 0.92 25 75

3 2.0 1.14 37 90

表 2    双酯正交试验因素及水平

Tab. 2    Code and level of independent variables used for
orthogonal array design in diester astaxanthin

水平
level

因素 factor

A 底物浓度/
(μg/mL)
substrate

concentration

B 体系酶浓度/(U/mL)
system enzyme
concentration

C 温度/°C
temperature

D 时间/min
time

1 0.5 0.36 20 60

2 1.0 0.67 25 75

3 2.0 0.92 37 90

表 3    南极磷虾虾青素单酯质谱裂解信息及鉴定结果

Tab. 3    Mass spectrometry fragmentation information and identification results of astaxanthin monoesters in krill

峰
peak

保留时/min
retention

time

理论值/(m/z)
theoretical

value

实测值/(m/z)
measured

value

分子式
molecular
formula

误差/10−6

devition
MS/MS裂解碎片

MS/MS fragmentation
鉴定

identification

1 10.56 779.560 90 779.560 547 C52H74O5 −0.45 761.542 664、579.380 737、183.174 82 Asta-C12:0

2 11.91 807.592 20 807.591 553 C54H78O5 −0.80 211.205 505、579.391 663、789.582 581 Asta-C14:0

3 13.44 835.623 50 835.623 06 C56H82O5 −0.53 817.608 52、579.380 25、239.179 90 Asta-C16:0

4 11.89 833.607 85 833.606 506 C56H80O5 −1.61 815.600 891、579.382 141、561.367 31、 Asta-C16:1

5 13.33 861.639 15 861.638 123 C58H84O5 −1.19 843.622 742、579.380 615、561.374 573 Asta-C18:1

6 11.12 857.607 85 857.607 605 C58H80O5 −0.27 839.601 196、579.383 789、561.368 469、261.220 184 Asta-C18:3

7 10.39 855.592 20 855.589 90 C58H78O5 −2.69 579.383 85、147.117 46 Asta-C18:4

8 10.64 881.607 85 881.605 77 C60H80O5 −2.36 863.593 75、579.380 74、561.369 38、285.221 28 Asta-C20:5
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　　反应温度　　反应温度是制约酶解反应的重

要因素。有研究认为胆固醇酯酶的适宜酶解温度为

37 °C[14]，但是在此温度下，游离态虾青素容易发

生降解和异构化。为了保证定量的准确，考虑降

低酶解反应温度，本实验温度条件为 4~37 °C (图 3)。
结果表明，单酯在较低温度下，酶解速度仍然很

快，在 4 °C 时，游离虾青素回收率可达 95%，随

着温度的升高，游离虾青素回收率不断增加，在

25 °C 时，达到最大值 (99.14%)，但是反应温度超

过 25 °C 后，虾青素的回收率减少，37 °C 时最低；

双酯的反应温度在 4~20 °C 范围内，虾青素回收

率不断升高，在 25 °C 时，达到最大值 (88.10%)，
37 °C 时回收率最低。因此，选择25 °C 作为单、

双酯正交试验的温度条件。 

　　酶解时间　　酶解时间也是制约酶解反应的

重要因素。在 30~75 min 时，单、双酯都是随着

反应时间的延长，游离虾青素回收率增加，分别

达到 96.45% 和 99.00%，但是酶解时间超过 75
min 后，回收率开始降低 (图 4)。因此，可以将 75 min
作为单、双酯酶解反应最佳时长。 

2.3    正交实验结果与分析
 

　　单酯正交实验　　单酯正交实验中，RD>RB>

表 4    南极磷虾虾青素双酯质谱裂解信息及鉴定结果

Tab. 4    Mass spectrometry fragmentation information and identification results of astaxanthin diesters in krill

峰
peak

保留时/min
retention

time

理论值/(m/z)
theoretical

value

实测值/(m/z)
measured

value

分子式
molecular
formula

误差/10−6

devition
MS/MS裂解碎片

MS/MS fragmentation
鉴定

identification

1 16.9 961.727 97 961.725 083 C64H96O6 −3.00 761.546 57、561.366 089 Asta-C12:0/C12:0

2 18.15 989.759 27 989.754 944 C66H100O6 −4.37 789.575 073、761.549 622、561.368 652 Asta-C12:0/C14:0

3 19.54 1 043.806 22 1 043.804 81 C70H106O6 −1.35 843.618 408、761.545 715、561.372 559 Asta-C12:0/C18:1

4 19.64 1 017.790 57 1 017.788 025 C68H104O6 −2.50 999.792 236、789.583 496、561.371 887 Asta-C14:0/C14:0

5 21.37 1 045.821 87 1 045.820 923 C70H108O6 −0.90 817.609 375、789.589 661、561.373 291 Asta-C14:0/C16:0

6 23.52 1 073.853 17 1 073.855 10 C72H112O6 1.80 817.616 82、579.384 40、561.372 92 Asta-C16:0/C16:0

7 21.29 1 071.837 52 1 071.837 28 C72H110O6 −0.22 843.631 836、789.588 318、561.370 422 Asta-C16:0/C16:1

8 23.36 1 099.868 82 1 099.868 896 C74H114O6 0.07 843.629 028、817.611 023、561.370 667 Asta-C16:0/C18:1

9 19.21 1 093.837 52 1 093.831 39 C74H108O6 −4.69 817.616 27、147.116 69、173.132 56 Asta-C16:0/C18:4

10 19.73 1 119.837 52 1 119.833 862 C76H110O6 −3.27 863.598 267、817.608 398、561.368 469 Asta-C16:0/C20:5

11 23.18 1 125.884 47 1 125.882 568 C76H116O6 −1.69 843.626 953、561.371 704 Asta-C18:1/C18:1

12 17.03 1 139.806 22 1 139.803 59 C78H106O6 −2.30 147.117 08、173.133 12 Asta-C18:4/C20:5

13 16.69 1 165.821 87 1 165.820 91 C80H108O6 −0.87 147.116 67、173.132 97 Asta-C20:5/C20:5
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图 1    底物浓度对游离虾青素回收率的影响

Fig. 1    Effect of substrate concentration on
recovery of free astaxanthin
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图 2    体系酶浓度对游离虾青素回收率的影响

Fig. 2    Effect of system enzyme concentration on
recovery of free astaxanthin
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RC>RA，因此各因素影响游离虾青素回收率的主

次作用为 D (酶解时间)>B (体系酶浓度)>C (反应

温度)>A (底物浓度)，最佳水平组合为 A1B3C2D2，

即底物浓度为 0.5 μg/mL，反应体系酶浓度为 1.14
U/mL，反应温度为 25 °C，反应时间为 75 min (表 5)。
体系酶浓度和反应时间对游离虾青素回收率均有

极显著影响 (P<0.01) (表 6)。
 

　　双酯正交实验　　双酯正交实验中，RB>RA>
RD>RC，因此各因素影响游离虾青素回收率的主

次顺序为 B (体系酶浓度)>A (底物浓度)>D (酶解

时间)>C (反应温度)，最佳水平组合为 A2B3C1D2，

即底物浓度为 1.0 μg/mL，反应体系酶浓度为 0.92
U/mL，反应温度为 25 °C，反应时间为 75 min (表 7)。
体系酶浓度对虾青素回收率存在极显著影响 (P<
0.01)，底物浓度对虾青素回收率有显著影响 (P<0.05)
(表 8)。 

2.4    最佳工艺条件验证

对实验中单、双酯酶解实验的最佳工艺条

件，进行 3 次验证实验，单酯的游离虾青素回收

率为 94.56%±1.24%，双酯的游离虾青素回收率为

98.28%±0.84%，与正交试验结果相符，证明最佳

表 5    单酯正交实验结果

Tab. 5    Orthogonal experimental results of monoester

序号
serial number

因素 factor
游离虾青素回收率 %
free astaxanthin yieldA 底物浓度/(μg/mL)

substrate concentration
B 体系酶浓度/(U/mL)

System enzyme concenraton
C 反应温度/°C

temperature
D 反应时间/min

time

1     0.5      0.67   20       60     67.85

2     0.5      0.92   25       75     91.64

3     0.5      1.14   37       90     90.92

4     1.0      0.67   25       90     78.97

5     1.0      0.92   37       60     77.11

6     1.0      1.14   20       75     90.23

7     2.0      0.67   37       75     79.1  

8     2.0      0.92   20       90     87.9  

9     2.0      1.14   25       60     80.59

K1 250.41 225.92 245.98 225.55

K2 246.31 256.65 251.2  269.77

K3 247.59 261.74 247.13 257.79

R     1.37   11.94     1.74   14.74

优水平　result A1B3C2D2
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图 3    反应温度对游离虾青素回收率的影响

Fig. 3    Effect of reaction temperature on
recovery of free astaxanthin
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图 4    反应时间对游离虾青素回收率的影响

Fig. 4    Effect of reaction time on recovery of
free astaxanthin
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酶解工艺条件能有效将虾青素酯转化成游离虾

青素。
 

2.5    方法适用性

生物样品中虾青素酯的组成存在差异，雨生

红球藻主要以虾青素单酯组成，建议采用底物浓

度 0.5 μg/mL，反应体系酶浓度 1.14 U/mL，反应温度

25 °C，反应时间 75 min；南极磷虾及其制品中虾

青素双酯含量较高，建议采用底物浓度 1.0 μg/mL，
反应体系酶浓度 0.92 U/mL，反应温度 25 °C，反

应时间 75 min。采用上述方法进行测定，南极磷

虾油中虾青素的含量为 (265.09 ± 20.35) mg/kg，雨生

红球藻中虾青素的含量为 (21 759.36 ± 90.19) mg/kg。
此外，为了验证方法的准确度，分别采用 SC/T

表 6    单酯正交实验的方差结果分析

Tab. 6    Analysis of variance results of monoester orthogonal experiment

因素
fator

偏差平方和
deviation sum of squares

自由度
degree of freedom

均方
mean square F P值

P value

A 底物浓度　substrate concentration 0.001 2 0.000 0.218 0.806

B 体系酶浓度　system enzyme concenraton 0.075 2 0.038 18.535 <0.01

C 反应温度　temperature 0.002 2 0.001 0.370 0.696

D 反应时间　time 0.077 2 0.038 18.939 <0.01

误差　error 0.036 18 0.002

表 7    双酯正交实验设计及结果

Tab. 7    Orthogonal experimental design and results of diester

序号
serial number

因素 factor
游离虾青素回收率 %
free astaxanthin yieldA 底物浓度/(μg/mL)

substrate concentration
B 体系酶浓度/(U/mL)

system enzyme concenraton
C 反应温度/°C

temperature
D 反应时间/min

time

1     0.5      0.36   20       60     70.04

2     0.5      0.67   25       75     80.71

3     0.5      0.92   37       90     78.00

4     1.0      0.36   25       90     78.01

5     1.0      0.67   37       60     75.40

6     1.0      0.92   20       75     97.01

7     2.0      0.36   37       75     70.40

8     2.0      0.67   20       90     82.03

9     2.0      0.92   25       60     79.94

K1 228.75 231.72 245.81 231.72

K2 252.69 240.85 240.89 247.80

K3 234.71 255.32 238.14 236.63

R     5.99     7.87     2.56     5.36

优水平　result A2B3C1D2

表 8    双酯正交实验的方差结果分析

Tab. 8    Analysis of variance results of diester orthogonal experiment

因素
fator

偏差平方和
deviation sum of squares

自由度
degree of freedom

均方
mean square F p值

p value

A 底物浓度　substrate concentration 0.030 2 0.015 4.029 <0.05

B 体系酶浓度　system enzyme concenraton 0.059 2 0.029 8.039 <0.01

C 反应温度　temperature 0.013 2 0.006 1.744 0.205

D 反应时间　time 0.014 2 0.007 1.843 0.189

误差　error 0.062 18 0.004
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3053—2019 和 GB/T 31520—2015 与酶解法的结

果进行了比较，结果分别为 (260.42 ± 11.57) mg/kg
和  (21 752.54 ± 100.00) mg/kg，偏差均小于 10%，

证明了方法的准确性；然后进一步通过在样品基

质中添加全反式虾青素的标准溶液进行了验证，

设置 3 次重复 (表 9)。南极磷虾中虾青素的平均回

收率为 95.24%，RSD 为 2.03%，雨生红球藻中虾

青素的回收率为 98.56%，RSD 为 0.75%，优化的

最佳酶解条件稳定性好，重复性强。

  

3    讨论
 

3.1    常温酶解法的技术优势

当前虾青素酯的准确定量还存在难点，将其

有效转化成游离态虾青素是解决问题的关键。胆

固醇酯酶被用于虾青素酯的水解[14]，由于酶解过

程加热，容易造成虾青素的损失和异构化。标准

GB/T 31520—2015 和 SC/T 3053—2019 中都是采

用了低温皂化法进行水解，但是耗时长，需要过

夜水解，反应中也可能会导致虾青素的异构化。

常温酶解法是在常温下进行水解，反应温和，

酶解速度快，总虾青素的回收率和准确度更高。

此外，虾青素单酯和双酯进行酶解反应的最佳工

艺条件不同，根据生物样品的虾青素酯组成进行

区分，可以获得更准确的结果。Fang 等[15] 也以雨

生红球藻为样品，在反应体系酶浓度为 0.67 U/mL、
酶解温度为 37 °C、酶解时间 60~75 min 进行测定，

其游离虾青素回收率为 89.5%，这个结果低于常

温酶解法 98.56% 的平均回收率。 

3.2    常温酶解法的影响因素

底物浓度、体系酶浓度、反应温度和酶解时

间是影响酶解反应效果的重要因素。底物浓度过

高，酶就会被底物饱和[16]，将虾青素酯水解成游

离虾青素的速度不再加快，抑制反应的进行。体

系酶浓度增加时，酶促反应速度随之增大  [16]，在

本实验确立的底物浓度下，随着酶浓度的增加，

游离虾青素回收率先增加后降低，并非成比例增

大。对于反应温度，在达到最适温度之前，酶的

活性会随着随温度的升高而增大，如果超过最适

温度，酶的活性反而会降低[17]，而且虾青素结构

不稳定，超过一定温度就会造成其降解和异构化，

本研究发现酶解反应温度为 25 °C 时，游离虾青

素的回收率最高。在虾青素酯的酶解过程中，刚

开始时底物量充足，反应速度较快，游离虾青素

快速增加，随着底物逐渐减少，虾青素酯全部被

酶解，就会抑制酶解反应，游离虾青素的含量不

再增加。随着时间的延长，由于游离虾青素的稳

定性差，容易被氧化分解[18]，也会导致虾青素回

收率减少。

虽然常温酶解法在反应过程中也存在虾青素

异构化的可能，但是通过本次实验的验证，该方

法具有反应快速、操作简单、回收率高、定量准

确等优势，可为生物样品中虾青素酯的定量检测

提供更优的选择。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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A method for the determination of astaxanthin ester in Antarctic krill
(Euphausia superba) by enzymatic hydrolysis at room temperature

GAO Yan 1,2,     XING Lihong 1,     SUN Weihong 1*,     SUN Xiaojie 1,     ZU Lu 1,3,     LI Zhaoxin 1

(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Polar Fishery, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Yellow Sea Fisheries
Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

2. Shanghai WEIPU Chemical Technology Service Co., Ltd, Shanghai    200082, China;
3. Shanghai Fisheries Research Institute, Shanghai    200433, China)

Abstract: It ’s  difficult  for  accurate  quantification of  astaxanthin  esters  because  of  their  multiple  forms,  and
hydrolysis of astaxanthin esters to free astaxanthin is the key to solve the problem.In this work, Antarctic krill
(Euphausia superba) was used as a representative specie for the study of astaxanthins. The mono- and di-esters of
astaxanthin  were  prepared  from  Antarctic  krill  by  column  chromatography,  and  the  composition  and  content  of
them were clarified using high-resolution mass spectrometry with ultraviolet  detection.  The astaxanthin monoes-
ters and the astaxanthin diesters were then taken as the typical research samples, the enzymatic hydrolysis condi-
tions of which were optimized through single factor and orthogonal experiments, and the accuracy and applicabil-
ity of  the method were evaluated.  Results  showed that:  (1)  8 astaxanthin monoesters and 13 astaxanthin diesters
were prepared and identified as typical characteristic compounds from krill. (2) For the astaxanthin monoesters, as
the substrate concentration was 0.5 μg/mL, the enzyme concentration of the reaction system was 1.14 U/mL, the
reaction temperature was 25 °C, and the reaction time was 75 mins, the yield of free astaxanthin could reach (94.56±
1.24)%; And for the astaxanthin diesters, as the substrate concentration was 1.0 μg/mL, the enzyme concentration
of the reaction system was 0.92 U/mL, the reaction temperature was 25 °C, and the reaction time was 75 minutes,
the free astaxanthin yield reached (98.28±0.84)%. (3) Enzymatic hydrolysis at room temperature was applied to the
analysis of actual samples, the astaxanthin content was (265.09±20.35) mg/kg in Antarctic krill  oil,  and the con-
tent  was  (21 759.36±90.19)  mg/kg in Haematococcus  pluvialis.  In  order  to  verify  the  accuracy,  the  enzymatic
hydrolysis method was compared with the standard methods from SC/T 3053—2019 and GB/T 31520—2015.
The  determination  results  were  260.42±11.57  mg/kg  and 21 752.54±100.00 mg/kg  respectively,  and  the  devi-
ations of the results were all less than 10%. Then the results were further verified by adding a standard solution of
all-trans astaxanthin to the sample matrix was tested, the recovery rate of free astaxanthin was 95.24% in Antarctic
krill  and  98.56%  in Haematococcus  pluvialis,  RSD  was  2.03%  and  0.75%,  respectively.  It  proved  that  the
enzymatic hydrolysis method has good accuracy and precision. Studies have shown that the enzymatic hydrolysis
method has good stability and high repeatability, reduces the oxidation of astaxanthin in the reaction process, and
maximizes the conversion of ester astaxanthin into free form, which is suitable for accurate quantification of esteri-
fied astaxanthin. Therefore, the scientific basis for the comprehensive utilization of astaxanthin resources could be
provided from this study.

Key words: Euphausia superba; astaxanthin ester; enzymatic hydrolysis at room temperature; quantitative determ-
ination
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