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酶解结合物理法对雨生红球藻破壁处理的工艺研究
Study of the cell wall- breaking process by

enzyme combined with physical method for haematococcus pluvialis
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（云南绿 A生物工程有限公司，云南昆明 650106）
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摘 要 采用酶解结合物理法对雨生红球藻的破壁工艺进行了研究，以破壁孢子率为评价指标，通过正交

试验筛选酶解条件，对比试验进行验证。试验结果表明，雨生红球藻的最佳破壁工艺为：选用复合纤维素
酶对雨生红球藻进行酶解处理，酶添加量 0.5%，酶解温度 45℃，酶解时间 5 h，酶解后结合高压均质法进
行破壁，均质压力 40 MPa，均质 2次。在此工艺条件下，雨生红球藻的破壁孢子率较原工艺提高 18.07%。
酶解结合高压均质法用于雨生红球藻粉破壁具有效率高、成本低的优点，适用于工业化生产。
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Abstract To study the cell wall- breaking process by enzyme combined with physical method for Haematococcus
pluvialis. Methods:Cell wall- breaking rate was as the evaluation index.Orthogonal test method was used to concern
enzymolysis conditions, and verified by contrast experiment. Results: The enzymolysis conditions identified as: composite
cellulose enzyme, adding amount of 0.5%,enzyme solution temperature 45℃, enzymolysis time 5 h,homogeneous
pressure 40 Mpa, homogeneous 2 times. Compared with the original method, cell wall- breaking rate of newmethod
increased 18.07%.Conclusion: Enzyme combined with physical method is high efficiency, lowcost for breaking
Haematococcus pluvialiscell wall, and is suitable for industrialized production.
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雨生红球藻（Haematococcus pluvialis） 是一种
单细胞绿藻，属于绿藻门 （Chlorophyta） 绿藻纲
（Chlorophyceae） 团藻目 （Volvocales） 红球藻科
（Haematococcaccac） 红球藻属 （Haematococcus）。
雨生红球藻在特定生态环境中能形成厚壁孢子，积

累大量的虾青素，是自然界中能够大量合成和积累

虾青素的生物，也是自然界中天然虾青素含量最高

的生物。近年来，由于天然虾青素的超抗氧化功效
得到了广泛认可，雨生红球藻的需求量也不断增

加，其养殖、加工技术也在不断地改进。由于雨生
红球藻的孢子壁较厚，如不进行破壁处理，虾青素

不易被提取，且吸收利用率低，故雨生红球藻加工

的关键技术之一就是破壁处理。传统的破壁方法主
要为物理法，但存在缺陷。本研究采用酶解结合物
理技术对雨生红球藻进行破壁处理，以期为雨生红

球藻破壁技术提供更好的方法。
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1 材料与仪器

1.1 材料

雨生红球藻粉，云南绿 A生物工程有限公司；
复合纤维素酶、复合果胶酶、复合多糖酶，诺维信
（中国） 投资有限公司。
1.2 试剂

二甲基亚砜（DMSO）、二氯甲烷、正己烷，均
为分析纯。
1.3 仪器

紫外分光光度计，上海光谱仪器有限公司；高

压均质机，苏州微流纳米生物技术有限公司；磁力

搅拌机，郑州新中原机器制造有限公司。

2 试验方法

2.1 酶法 - 高压均质破壁工艺流程

精确称取干燥的雨生红球藻粉 100 g，加入纯
化水 900 mL，摇匀，加入柠檬酸调节 pH值，按试
验设计量加入复合果胶酶，控制反应温度缓慢搅

拌，到达反应时间后，倒入均质机进行高压均质，

均质压力 40 MPa，均质 2次。均质后喷雾干燥，得
破壁雨生红球藻粉。
2.2 高压均质破壁工艺流程

精确称取干燥的雨生红球藻粉 100 g，加入纯
化水 900 mL，摇匀，倒入均质机进行高压均质，均
质压力 40 MPa，均质 2次。均质后喷雾干燥，得破
壁雨生红球藻粉。
2.3 破壁率检测方法

2.3.1 二甲基亚砜提取及虾青素含量的测定
准确称量藻粉 W1 mg（约 20 mg）于 10 mL离心

管中，加入 5 mL DMSO，70℃提取 5min，提取过
程中摇动离心管，使藻粉与溶剂混匀，促进虾青素

的提取；5 000 r/min离心 5 min，收集上清液；重复
提取 1 次，合并提取液，用 DMSO定容至 25 mL，
充分混匀后取 1 mL于 10 mL容量瓶中，用 DMSO
定容后，用 1 cm光径比色杯，在 530 nm处测量吸
光值，计算样品虾青素含量：

C1=100× A1×10×250
1 556W1

，

式中：C1———样品中虾青素含量，%；
A1———530 nm处样品的吸光值；
W1———称取藻粉的质量，mg。

2.3.2 二氯甲烷 - 正己烷提取及虾青素含量的测定
准确称量藻粉 W2 mg（约 20 mg） 于 10 mL离
心管中，加入 5 mL 二氯甲烷 - 正己烷 （7∶3）
混合溶液，室温提取虾青素，提取过程中摇动离

心管，使藻粉与溶剂混匀，促进虾青素的提取；

5 000 r/min 离心 5 min，收集上清液；重复提取 1
次，合并提取液，用二氯甲烷 - 正己烷 （7∶3）
混合溶液定容为 25 mL，充分混匀后取 1 mL 于
10 mL容量瓶中，用二氯甲烷 - 正己烷 （7∶3）
混合溶液定容后，用 1 cm光径比色杯在 530 nm
处测量吸光值，计算样品虾青素含量：

C2=100× A2×10×250
1 556W2

，

式中：C2———样品中虾青素的含量，%；
A2———530 nm处样品的吸光值；
W2———称取藻粉的质量，mg。

2.3.3 破壁孢子率计算

R= C2

C1
×100%，

式中：R———破壁孢子率，%；
C1———二甲基亚砜提取时样品中虾青素含
量，%；

C2———二氯甲烷 - 正己烷提取时样品中虾青
素含量，%。

2.4 酶解参数筛选

以酶的种类 （A）、酶解温度 （B）、酶解时间
（C）、酶添加量（D） 为 4个因素，分别设置 3个水
平，以破壁孢子率为评价指标，进行 L9（34）正交试
验。正交试验因素水平设计见表 1。

表 1 正交试验因素与水平

1 复合果胶酶 40 0.2 3
2 复合纤维素酶 45 0.5 5
3 复合多糖酶 50 1.0 8

水平

因素

A酶种类
B酶解温度
℃

C酶添加量
%

D酶解时间
h

2.5 对比试验

分别以正交试验得出的最佳工艺参数进行 3次
重复试验，与物理破壁法得到的破壁率进行比较。

3 结果与分析

3.1 正交试验结果与分析
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正交试验结果及分析见表 2。
表 2 正交试验设计结果与分析

试验号 A B C D
破壁孢子率

%

1 1 1 1 1 95.52

2 1 2 2 2 91.30

3 1 3 3 3 92.42

4 2 1 2 3 88.35

5 2 2 3 1 85.27

6 2 3 1 2 83.44

7 3 1 3 2 80.45

8 3 2 1 3 80.27

9 3 3 2 1 80.11

K1 279.24 264.32 259.23 260.90

K2 297.24 282.32 277.23 278.90

K3 240.83 255.97 258.14 261.04

R 56.41 26.35 19.09 18.00

由极差分析可知，各因素对破壁率影响的主次

顺序为：酶的种类 >酶解温度 >酶添加量 >酶解
时间。根据正交试验确定的酶反应最佳条件为：
A2B2C2D2，即酶种类为复合纤维素酶，酶解温度

45 ℃，酶添加量 0.5%，酶解时间 5 h。
3.2 对比试验结果

对比试验结果表明，采用酶法 - 高压均质破壁
法对雨生红球藻粉进行破壁，其破壁孢子率较高压

均质法提高了 18.07%，对比试验结果见表 3。
表 3 对比试验结果

试验方法

破壁孢子率

%
1 2 3 平均

酶法 - 高压均质破壁 95.76 96.11 95.89 95.92
高压均质破壁 82.24 80.15 81.32 81.24

4 讨 论

雨生红球藻的有效成分—虾青素，存在于其厚
壁细胞中，为使其含有的虾青素能得以应用，必须

要对其进行破壁处理。2011年国家卫生部已批准了
雨生红球藻粉为新资源食品，将其破壁处理后，提

取出来的虾青素可用于食品、保健食品、化妆品、

药品等诸多领域。传统的破壁法主要是物理破壁
法，包括高压均质法、超声波法、冷冻法等。其
中，高压均质法对高压均质机的要求较高，且生产

中设备零件损耗较大，常常不能连续生产；超声波

法设备昂贵、批处理量少，不适合于大规模生产；
冻融法能耗大、操作周期长，且提取破壁效率低
下。酶解法是近年来发展较为快速的提取方法之
一，在中药的提取中，常用其进行预处理，可大大

提高有效成分的提取效率。
本研究选用了酶法结合高压均质法进行雨生红

球藻的破壁处理，以期能够改善原高压均质破壁存

在的问题。孢子主要由纤维素、果胶、脂多糖等物
质给成，故选取了纤维素酶、果胶酶和多糖酶对孢
子进行处理，并对反应条件进行了筛选。试验结果
表明，采用复合纤维素酶，酶添加量 0.5%，酶解
温度 45℃，酶解时间 5 h条件下，酶解法结合高压
均质破壁效果最好；对比试验结果显示，结合酶解

法后，雨生红球藻的破壁孢子率提高了 18.07%。
在生产过程中，此方法对设备的磨损大大减少，机

器可正常连续运转。其作用机理可能是通过纤维素
酶使雨生红球藻孢子中的部分纤维素得以降解，从

而降低孢子的硬度，利于后续高压均质的操作。酶
解结合高压均质破壁相对于其他破壁法具有提取效

率高、成本低、适于产业化生产的优点，有一定的
推广价值。
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