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摘要：采用安全无毒的乙醇为溶剂，研究了超声时间、料液比、搅拌速度等因素对虾青素提取效

率的影响。在此基础上，采用响应面设计对以上3个因素的交互关系进行探究。结果表明，3个因

素对虾青素提取率的影响顺序为：超声时间＞料液比＞搅拌速度；最佳提取条件为：超声时间20 
min、料液比1:150、搅拌速度1000 r/min，在此条件下虾青素提取率可达48.42%。
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Abstract: Ethanol, an environmentally fr iendly solvent, was used to extract astaxanthin from 
Haematococcus pluvialis. The effect of several conditions, including ultrasound time, the ratio of solid 
to liquid (S/L) and stirring rate, on astaxanthin extraction rate was investigated. Response surface 
methodology was applied to study the interaction in these factors. The effects of three factors on the 
extraction of astaxanthin were in order of ultrasound time, S/L, and stirring rate. The optimal astaxanthin 
extraction rate was 48.42% with 20 min of ultrasound time, 1:150 of S/L, and 1000 r/min of stirring rate.
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具有超强的抗氧化活性 [1-2]
，不仅能提高机体免

疫力、抑制肿瘤、治疗心血管疾病及退行性眼

疾[3-5]
，还具有抗衰除皱、防晒美白等功效[6]

。因

此，虾青素在保健食品、医药行业及护肤品行业

均有广泛的应用。雨生红球藻是自然界中虾青素

含量最高的微生物，也是FDA唯一批准可用于保

健及医疗行业的天然虾青素来源，其虾青素主要

为有利于人体和动物吸收利用的(3S，3′S)型。

当前雨生红球藻虾青素的提取方法主要为

超临界CO2提取[7-9]和机溶剂提取[10-12]两类。超临

界CO2提取能较好地保持虾青素的活性，但设备

昂贵，且运行成本较高[13]
。相比之下，有机溶剂

提取法简单、易于操作放大[14]
、后续分离技术成

熟，成本低。二氯甲烷、乙酸乙酯、丙酮等均可

用于提取雨生红球藻中的虾青素，然而这些溶剂

或多或少均存在一定的毒性。选择一种低毒、高

效的溶剂，是溶剂法提取虾青素的一个关键瓶颈

问题。

雨生红球藻在形成虾青素的同时，细胞壁也

变得厚实、坚硬，这为后续的虾青素提取增加了困

难。因此，虾青素提取前的细胞破壁也是至关重要

的一步。一般采用酶法破壁[15-16]或机械破壁[17-19]
。

其中，超声破壁方法不仅安全低毒、成本低廉、且

效率高、易于放大生产[10]
。鉴于虾青素更多的是应

用于保健食品、护肤品中，无毒安全是其首要考

虑的问题，本研究采用安全性更高的乙醇作为溶

剂，提取经超声波预处理的雨生红球藻中的虾青

素。论文探讨了超声时间、料液比、搅拌速度等

因素对乙醇提取虾青素的影响，在单因素实验基

础上利用响应面法对提取条件进行优化。

1  材料与方法

1.1  材料

雨生红球藻(Haematococcus pluvialis)NIES 
144：日本国立环境研究所；实验采用未破壁、冷

冻干燥后的雨生红球藻藻粉(虾青素含量3.9%)为
原料；虾青素标准品：上海源叶生物科技有限公

司；乙醇、甲醇、二氯甲烷等试剂：国药集团化

学试剂有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1   提取流程   准确称取适量的藻粉若干份，

浸泡在一定量的乙醇中，依次经过超声破壁、搅

拌提取等操作；待提取结束后，收集上清液，

定容(V1)，即得虾青素初提液，并测虾青素浓度

C1(mg/g)。
1.2.2   虾青素的检测及提取率(Y)的计算  虾青素采

用HPLC测定[20]
。以液氮研磨破壁、乙醇反复提取

至藻体变白的虾青素提取量为100%(C2V2)，进行

提取率计算。

Y(%)=(C1V1/C2V2)×100
1.2.3   单因素实验   超声时间：分别称取100 mg藻
粉若干份，加入一定量乙醇，样品分别超声破碎

10、20、30、40 min。其中，超声功率为1000 
W(5 s on/5 s off)。超声破碎后，添加乙醇使各组

料液比均为1:100；然后样品置于室温、避光条件

下，搅拌提取4 h。
料液比：分别称取100 mg藻粉若干份，加入

一定量乙醇，超声破碎20 min。然后，添加乙醇

使料液比依次为1:50、1:100、1:150、1:200，再将

样品置于室温、避光条件下，搅拌提取4 h。
搅拌速度：分别称取100 mg藻粉若干份，加

入一定量乙醇，超声破碎20 min，添加乙醇使料

液比为1:100，然后在室温、避光条件下，搅拌

提取4 h。其中搅拌速度分别为500、800、1000 r/
min。
1.2.4   虾青素提取响应面分析优化提取参数的研

究   采用响应面法进行实验设计(表1)，研究超

声时间、料液比、搅拌速度3个主要因素的交互

作用。

表1   响应面实验设计

水平
因素

超声时间/min X1 料液比 X2 搅拌速度/(r/min) X3

-1 10 1:50 500
0 20 1:100 800
1 30 1:150 1000

2  结果与分析

2.1  单因素实验

2.1.1   超声时间对虾青素提取率的影响   不同的

超声时间对雨生红球藻细胞壁的破碎效果不同，

而细胞破碎程度直接影响了后续的提取效率。因

此，本文首先研究了不同超声时间对虾青素提

取率的影响。由图1可知，当超声时间为10 min
时，虾青素提取率为5.6%。然后，随着超声时间

的延长，从雨生红球藻中提取出来的虾青素也越

多。当超声时间为20 min时，虾青素提取率达到

20.48%。此后，继续延长超声时间，虾青素的提

取率趋于稳定。这主要是由于超声作用所能破碎
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藻的细胞壁已达最大，再增加超声时间也不能破

碎更多的藻细胞壁。

当搅拌速度上升至一定值时，溶液已达到充分扩

散，传质扩散不再是影响提取效率的主要因素。

图1   超声时间对虾青素提取率的影响图

图2   料液比对虾青素提取率的影响图

图3   搅拌速度对虾青素提取率的影响图
2.1.2   料液比对虾青素提取率的影响   溶剂用量

是影响提取效果的一个重要因素，本文通过改变

不同的料液比(1:50、1:100、1:150、1:200)，研究

了料液比对虾青素提取率的影响。由图2可知，

当料液比为1:50时，虾青素提取率为13.76%。当

料液比增加到1:100时，虾青素提取率增至最大

22.94%。随后，继续增大料液比，虾青素提取率

反而下降。增加料液比主要是通过增加藻粉与乙

醇的接触面积以及增加溶剂和藻细胞间的溶质

浓度差来提高提取效率，当料液比达到一定程

度时，这种提高效果也达到极限。同时，由于

料液比的增加所带来的负效应(搅拌不充分、发

热等)，会造成部分已提取的虾青素降解，进而使

最终提取得率降低。

2.1.3   搅拌速度对虾青素提取率的影响   由图3可
知，当搅拌速度为500 r/min时，虾青素提取率为

18.80%；当搅拌速度上升至8000、1000 r/min时，

虾青素的提取率也分别增至22.94%、23.88%。可

见，虾青素的提取效率随着搅拌速度的增加而提

高，但当搅拌速度从在800 r/min提升至1000 r/min
时，虾青素提取效率的增加并不是太明显。搅拌

在虾青素提取中主要起到促进传质扩散的作用。

2.2  响应面分析结果

表2   实验方案设计及响应值结果表

实验号
因素

虾青素提取率/% Y
X1 X2 X3

1 -1 -1 0 13.05
2 -1 1 0 10.78
3 1 -1 0 16.85
4 1 1 0 32.33
5 0 -1 -1 20.00
6 0 -1 1 20.19
7 0 1 -1 19.57
8 0 1 1 48.42
9 -1 0 -1 15.58
10 1 0 -1 23.13
11 -1 0 1 14.61
12 1 0 1 28.57
13 0 0 0 32.85
14 0 0 0 27.61
15 0 0 0 28.97

响应面实验设计与结果见表2。以虾青素提取

率(Y)为响应值，采用SAS9.1软件对表2的数据

表3   响应面方差分析表
来源 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 9 137.332 5.780 0.034 *
X1 1 274.483 11.560 0.019 *
X2 1 210.228 8.860 0.031 *
X3 1 140.365 5.910 0.059
X1

2 1 303.413 12.780 0.016 *
X1X2 1 78.766 3.320 0.128
X1X3 1 10.272 0.430 0.540
X2

2 1 22.939 0.970 0.371
X2X3 1 205.349 8.650 0.032 *
X3

2 1 0.274 0.010 0.919
R2 0.9124
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进行拟合，建立二次响应面回归模型，得到以

超声时间(X1)、料液比(X2)、搅拌速度(X3)为自

变量的回归方程。对此回归模型进行方差分析

(ANOVA)，结果见表3，所得拟合二次回归方

程为：

Y=29.81+5.86X1+5.13X2+4.19X3-9.07X2
1-

2.49X2
2-0.27X2

3+4.44X1X2+1.60X1X3+7.17X2X3

由表3可知，超声时间(X1)是一次项中影响

最显著的因素(P=0.019)，二次项中影响最显著

的为超声时间(X1
2)(P=0.016)，而交互项中影响

最显著的为料液比和搅拌速度(X2X3)(P=0.032)。

图4   各因素交互作用对虾青素提取率的影响

此二次响应面回归模型拟合程度很好(决定系数

R2=0.9124)，模型回归P值为0.034，说明模型回归

显著，该模型可以用于虾青素产量优化的理论预

测。根据响应面法分析数据可以绘出响应面及其

等高线图，以确认超声时间、料液比和搅拌速度3
个因素分别对虾青素产量的影响。图4为虾青素产

量的响应面分析图。由图4可以看出，X1与X2、X1

与X3的等高线表现为椭圆形，表明其两两之间的

交互作用比较大。

为了检验模型预测的准确性，本研究以统计

学筛选所得的最优条件(超声时间20 min、料液比
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1:150、搅拌速度1000 r/min)进行提取实验，得到

虾青素提取率48.42%。所得虾青素提取率的实验

值与预测值(44.94%)相近，误差为7.23%，说明该

实验值与模型预测值拟合良好，此模型可用。

3  结论

本实验以乙醇为提取溶剂，以超声前处理辅

以机械搅拌的方法提取雨生红球藻中的虾青素，

采用响应面设计实验考察了不同提取因素间的相

互关系，得到各因素对虾青素提取率的影响顺序

依次为：超声时间>料液比>搅拌速度。预测最优

提取条件为：超声时间20 min、料液比1:150、搅

拌速度1000 r/min，验证提取率为48.42%，模型预

测值与实验结果相近。
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