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前　言

一、蝦紅素介紹

在自然界中面臨極度嚴苛的生存環

境，藻類會啟動自我保護機制產生蝦紅素

(Astaxanthin)，絕大多數動物必須經由食用藻
類才能獲得，並沉積在肌肉(如鮭魚)或蝦蟹外
殼 (1,2)。研究顯示蝦紅素具有抗氧化活性、抗

癌與降低血壓等潛在能力(3)。目前，市面上的

蝦紅素主要分為化學合成及天然物萃取二種，

化學合成的蝦紅素產率較高，但目前只能用

於添加在飼料當中，並不允許被人體直接食

用；天然物萃取的蝦紅素來源有酵母、藻類、

魚蝦等，藻類以雨生紅球藻(Haematococcus 
pluvialis)所獲得的蝦紅素含量最高(1,4,5)。

蝦紅素屬於類胡蘿蔔素中的葉黃素類
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摘　要

蝦紅素(Astaxanthin)天然存在於藻類(如雨生紅球藻)及蝦蟹殼，亦可由微生
物合成，具抗癌與抗發炎之潛在能力。衛生福利部訂定之「以基因改造大腸桿菌
(Escherichia coli) Ast12菌株發酵生產之食品原料蝦紅素之使用限制及標示規定」中，
每日食用限量以蝦紅素計為2 mg。未經水解之蝦紅素產品以高效液相層析儀配合光
二極體陣列檢出器(HPLC-PDA)分析，可鑑別其為酯化型及游離型，惟酯化型蝦紅
素難以精確定量，故本研究探討以酵素水解方式將酯化型蝦紅素水解成游離型，搭
配內部標準品以HPLC-PDA分析建立膠囊錠狀中蝦紅素之檢驗方法。檢體以含0.1% 
2,6-二丁基對甲酚(BHT)之丙酮溶液均勻分散，於超音波振盪萃取離心後，取上清液
經膽固醇酯酶水解及石油醚萃取，收集上層液後以氮氣吹乾，經含0.1% BHT之丙酮
回溶後，以YMC-Carotenoid C30 (5 μm, 4.6 × 250 mm)管柱，搭配甲醇、甲基第三丁
基醚及1%磷酸水溶液作為移動相，以流速1.0 mL/min於波長478 nm採用光二極體陣
列偵測器檢測。結果顯示，酯化型蝦紅素經酵素作用可完全水解成游離型蝦紅素(包
括13-cis、all-trans及9-cis)。確效試驗結果顯示，於粉狀及油狀之空白基質中分別添
加以游離型蝦紅素計為2.5 mg/g、5.0 mg/g及12.5 mg/g之酯化型蝦紅素，其同日間平
均回收率為92.9-111.2%，變異係數為2.5-4.8%；異日間平均回收率為90.2-107.2%，
變異係數為4.4-7.0%，均符合衛生福利部食品藥物管理署食品化學檢驗方法之確效規
範，顯示本方法之精密度與準確度均良好。以本方法檢測8件含蝦紅素之市售膠囊食
品，檢驗結果皆符合「包裝食品營養標示應遵行事項」中營養標示值誤差允許範圍≥
標示值之80%之規範。

關鍵詞：蝦紅素、高效液相層析儀、光二極體陣列檢出器、酵素水解
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表格上下框線0.5，中間0.25

圖檔的解析度不好，麻煩請作者提供清晰的圖檔。謝謝。
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(Xanthophylls)，其結構與類胡蘿蔔素相似，
包括以化學鍵結合成多種脂肪酸形成之游離

型(Free form)以及單酯或雙酯之酯化型(Ester 
form)(6)。自然界中如蝦蟹、藻類多以穩定的酯

化型存在，並同時存在游離型，紅酵母、化學

合成或基改大腸桿菌所產生之蝦紅素則以游離

型存在(7-9)。蝦紅素及其酯類之化學結構如圖

一，分為順式(Cis)或反式(Trans)之異構物，以

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

(G) (H)

(Zhou et al., 2019)

圖一、不同型態蝦紅素之化學結構
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順式較不穩定，故自然界中的蝦紅素大部分多

屬於反式異構物(10)。

二、蝦紅素之國內外使用規範

歐洲食品安全局(European Food Safety 
Authority)於蝦紅素之每日建議最大攝取量為
4 mg，並將其訂為食用色素(11)；而美國食品藥

物管理局(U.S. Food and Drug Administration)於
每日攝取量訂為12 mg，並准許作為動物飼料
用之色素(12)。我國衛生福利部2021年3月11日
訂定之「以基因改造大腸桿菌Ast12菌株發酵
生產之食品原料蝦紅素之使用限制及標示規

定」，每日食用限量為 2 mg(13)。本研究配合

行政管理所需與符合保健產品市場之趨勢，建

立食品中蝦紅素之檢驗方法供外界參考。

材料與方法

一、試驗樣品

8件膠囊錠狀食品檢體，其中1件為健康
食品查驗登記申請之檢體，其餘7件則購自藥
粧店及網路商城。確效試驗之空白粉狀樣品

為自行配製(含玉米澱粉32%、乳糖32%、澱粉
32%、硬脂酸鎂2%及二氧化矽2%)，油狀樣品
為不含該成分之市售油狀膠囊。

二、試藥、溶劑與標準品

㈠試藥及試劑
 甲醇、丙酮、石油醚及甲基第三丁基醚

(methyl tert-butyl ether)均採用液相層析
級，鹽酸及無水硫酸鈉均採用試藥級，

皆購自美國Avantor公司(Delaware, PA, 
USA)。2,6-二丁基羥基甲苯(2,6-Butylated 
hydroxytoluene, BHT)採用試藥級，購自
德國Merck公司(Darmstadt, Germany)。
膽固醇酯酶(Cholesterol esterase from 
Pseudomonas fluorescens, 6.25 U/mg)、
鹽酸、磷酸(85%)、三羥甲基胺基甲烷

(tris(hydroxymethyl)amino methane)及十
水合硫酸鈉均採用試藥級，皆購自美

國Sigma-Aldrich公司(Saint Louis, MO, 
USA)。

㈡對照標準品
 對照用標準品全反式蝦紅素(al l- trans-

Astaxanthin，純度99.5%)、9-順式-蝦紅素
(9-cis-Astaxanthin，純度94.9%)與13-順式-
蝦紅素(13-cis-Astaxanthin，純度90.3%)，
皆購自美國Sigma-Aldrich公司(Saint Louis, 
MO, USA)。對照用標準品酯化型蝦紅素
(Astaxanthin ester)及內部標準品β-衍-8’-胡
蘿蔔醛(β-apo-8’-Carotenal，純度100%)，
皆購自美國USP公司(North Bethesda, MD, 
USA)。

三、儀器與設備

㈠超高效液相層析儀 ( A c q u i t y  U P L C ® 
H-class, Waters Corporation, USA)。
㈡漩渦混合器(Vortex Genie-2, Scientific 

Industries, USA)。
㈢超音波振盪器 ( E l m a s o n i c  P,  E l m a 

Schmidbauer GmbH, Germany)。
㈣恆溫振盪水浴槽(SB-7D，臺灣海博特股份
有限公司，臺灣)。
㈤離心機(Allegra 25R Centrifuge, Beckman 

Coulter, USA)。
㈥氮氣濃縮裝置(TurboVap® LV, Biotage, 

Sweden)。 
㈦去離子水製造機 ( M i l l i p o l e  m i l l i - Q , 

Millipore, USA)。

四、試劑之調製

㈠含0.1% BHT之丙酮溶液
 稱取BHT 0.5  g，以丙酮溶解使成500 

mL。
㈡50 mM三羥甲基胺基甲烷溶液
 稱取三羥甲基胺基甲烷0.606 g，加去離子
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水90 mL溶解，以鹽酸調整pH值至7.0，再
加去離子水使成100 mL。
㈢膽固醇酯酶溶液
 稱取6.25 U/mg之膽固醇酯酶64 mg，以50 

mM三羥甲基胺基甲烷50 mL溶液溶解使
成8 U/mL。

五、移動相溶液之配製

㈠移動相溶液A：甲醇。
㈡移動相溶液B：甲基第三丁基醚。
㈢移動相溶液C：取磷酸11.8 mL，加去離子
水使成1,000 mL，經濾膜過濾，取濾液供
作移動相溶液C。

六、內部標準溶液之配製

取β-衍-8'-胡蘿蔔醛內部標準品約5 mg，
精確稱定，以含0.1% BHT之丙酮溶液溶解並
定容至25 mL，作為內部標準原液，冷凍避光
儲存。臨用時取適量內部標準原液，以含0.1% 
BHT之丙酮溶液稀釋至20 μg/mL，供作內部標
準溶液。

七、標準溶液之配製

㈠全反式蝦紅素標準溶液
 取全反式蝦紅素對照用標準品約10 mg，
精確稱定，以含0.1% BHT之丙酮溶液溶
解並定容至10 mL，作為標準原液，冷凍
避光儲存。臨用時取適量標準原液及內部

標準原液混合，以含0.1% BHT之丙酮溶
液稀釋至0.1∼50 μg/mL (含內部標準品濃
度10 μg/mL)，供作標準溶液。
㈡酯化型蝦紅素標準溶液
 取酯化型蝦紅素對照用標準品約10 mg，
精確稱定，以含0.1% BHT之丙酮溶解並
定容至10 mL，作為標準原液，冷凍避光
儲存。臨用時取適量標準原液以含0.1% 
BHT之丙酮溶液稀釋至500 μg/mL，供作
標準溶液。

㈢9-順式-蝦紅素標準溶液及13-順式-蝦紅素
標準溶液

 分別取9-順式-蝦紅素與13-順式-蝦紅素對
照用標準品各約1 mg，精確稱定，分別
以含0.1% BHT之丙酮溶液溶解並定容至2 
mL，作為標準原液，冷凍避光儲存。臨
用時分別取適量標準原液以含0.1% BHT
之丙酮溶液稀釋至50 μg/mL，供作標準溶
液。

八、檢液之調製(註)

將檢體均質混勻後，取約100 mg，精確稱
定，粉狀檢體先以去離子水5 mL分散，再加
入含0.1% BHT之丙酮溶液40 mL；油狀檢體加
入含0.1% BHT之丙酮溶液45 mL，漩渦混勻，
於超音波振盪30分鐘，以含0.1% BHT之丙酮
溶液定容至50 mL，以3,000 ×g離心5分鐘，收
集上清液。取上清液2 mL，置於15 mL離心管
中，加入內部標準溶液1 mL及膽固醇酯酶溶
液3 mL，旋渦混勻，37℃水浴中反應1小時，
每隔15分鐘取出漩渦混勻。加入十水合硫酸鈉
1 g及石油醚2 mL，漩渦混勻30秒，以3,000 ×g
離心3分鐘，收集上層液於含無水硫酸鈉1 g之
15 mL離心管中，下層液再加入石油醚2 mL，
重複上述萃取步驟直至上下層皆為無色，合併

上層液，以氮氣吹乾，殘留物以含0.1%BHT之
丙酮溶液2 mL溶解，經濾膜過濾後，供作檢
液。

註：本實驗全程需避光。

九、高效能液相層析儀分析條件

㈠光二極體陣列檢出器：定量波長478 nm。
㈡層析管：YMC Carotenoid C30，5 μm，內
徑4.6 × 250 mm。
㈢層析管溫度：25℃。
㈣樣品注入量：20 μL。
㈤流速：1.0 mL/min。
㈥移動相溶液：依第五節配製之溶液，以下
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列條件進行分析。

時間(min) A (%) B (%) C (%)
  0.0→23.0 79→79 17→17 4→4
23.0→23.5 79→66 17→30 4→4
23.5→28.0 66→16 30→80 4→4
28.0→30.0 16→16 80→80 4→4
30.0→30.1 16→79 80→17 4→4
30.1→35.0 79→79 17→17 4→4

十、鑑別試驗及含量測定

精確量取檢液及標準溶液各20 μL，分別
注入高效液相層析儀中，依第九節進行分析。

就檢液與標準溶液所得波峰之滯留時間及吸收

圖譜比較鑑別之，並依下列計算式求出檢體中

蝦紅素之含量(mg/g)(註)：

檢體中蝦紅素之含量(mg/g) =  

C × V
M× 1,000

C： 由all-trans、9-cis及13-cis蝦紅素之波
峰面積乘上其相對感應因子(分別為
1.0、1.1及1.3)所得之波峰總面積，
依標準曲線求得檢液中蝦紅素之濃度

(μg/mL) 
V：檢體最後定容之體積(50 mL)
M：取樣分析檢體之重量(g)
註： 檢體中蝦紅素之含量，以游離型蝦紅
素計。

十一、方法確效

依據衛生福利部食品藥物管理署(下稱食
藥署 )公布之「食品化學檢驗方法之確效規 
範(14)」進行確效試驗，評估本研究檢驗方法之

準確度(Accuracy)、精密度(Precision)及定量極
限(Limit of Quantification, LOQ)。
㈠標準曲線
 標準曲線至少包括5種不同濃度，線性迴
歸方程式之相關係數不應低於0.99，檢液

中待測物濃度應在標準曲線之線性範圍

內。

㈡準確度及精密度試驗
 於同日及異日進行添加回收試驗，將適
當濃度之酯化型蝦紅素標準溶液添加至

空白樣品中，添加濃度以游離型蝦紅素計

分別為0.25、0.5及1.25 mg/g，各濃度皆
進行同日及異日5重複試驗，依前述流程
製成檢液，並計算其回收率及變異係數

(Coefficient of variation, CV)以評估是否符
合食品化學確效規範要求。

㈢定量極限之評估
 分別將適當濃度之酯化型蝦紅素標準溶液
添加至空白樣品中，添加濃度以游離型蝦

紅素計為0.25 mg/g，依前述流程製成檢
液，層析圖譜中待測物波峰之訊號/雜訊
比(Signal/noise Ratio, S/N) ≥ 10，並評估其
回收率及重複性是否符合食品化學確效規

範要求。

結果與討論

一、層析條件之探討

本研究按照USP 38(15)方法之移動相梯度進

行分析，0-15分鐘移動相A (甲醇)由81%降至
66%、移動相B (甲基第三丁基醚)由15%升至
30%，15-23分鐘移動相A由66%降至16%、移
動相B由30%升至80%，結果3支標準品與內部
標準品之波峰於層析圖譜之基線非呈現水平，

且有往下傾斜之趨勢，此可能會導致定量有不

準確情形發生，故調整移動相A及B之比例，
使其在分析23分鐘內維持等梯度分析(移動相A
及B分別為79%及17%)，促使基線呈現平穩，
增進定量之準確度。移動相比例調整前後之圖

譜如圖二所示，調整後4支波峰皆有良好之分
離，故後續使用調整後之移動相進行試驗。
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二、酵素水解條件之探討

㈠酵素水解條件
 取粉狀及油狀樣品各一件，分別加入4、6
及8 U/mL膽固醇酯酶溶液，於37℃水解45

及60分鐘，結果如表一所示，隨膽固醇酯
酶活性與水解時間之增加，蝦紅素之檢測

值亦增加，另水解條件以8 U/mL膽固醇酯
酶溶液於37℃下水解60分鐘有最高之檢測
值，故後續將選定8 U/mL膽固醇酯酶溶液

(A)

(B)

→

13-cis-astaxanthin
all-trans-astaxanthin

9-cis-astaxanthin β-apo-8’-carotenal

→

13-cis-astaxanthin

all-trans-astaxanthin

9-cis-astaxanthin

β-apo-8’-carotenal

→

→

→

圖二、 移動相比例調整前(A)與調整後(B)之HPLC圖譜
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於37℃下水解60分鐘作為酵素水解條件。
㈡內部標準品之使用
 以一件粉狀檢體參照USP 38(15)水解條件

進行測試，評估有無內部標準品對於蝦紅

素檢測值之影響。結果顯示，在無內部標

準品下其蝦紅素檢測值為0.57 mg/粒，檢
測值為標示值之83%，而添加內部標準品
下，其蝦紅素檢測值為0.61 mg/粒，檢測
值為標示值之86%，顯示內部標準品可有
效校正試驗過程中所造成的誤差，故後續

將添加內部標準品進行蝦紅素之含量測

定。

㈢驗證USP 38方法之相對感應因子
 USP 38方法係使用all-trans蝦紅素製作標
準曲線，將酯化型蝦紅素經酵素水解後

產生3支游離型蝦紅素(包括13-cis、all-
trans及9-cis)之波峰面積先乘上其相對感
應因子(分別為1.3、1.0及1.1)，再予以加
總，所得之波峰總面積再依標準曲線求

得檢液中蝦紅素之濃度。為驗證此計算

方式，本研究使用3項游離型蝦紅素標

準品 (包括13-cis、all-trans及9-cis)搭配
內部標準品(β-衍-8’-胡蘿蔔醛)分別製作
0.1-50 μg/mL標準曲線，線性迴歸方程式
於13-cis、all-trans及9-cis蝦紅素分別為
y=0.0890x+0.0047、y=0.0662x-0.0005及
y=0.0722x+0.0031，其相關係數(R)皆大
於0.9998。將各標準曲線之斜率分別除
以all-trans蝦紅素之斜率可得相對感應因
子，結果顯示，經計算之相對感應因子於

13-cis、all-trans及9-cis蝦紅素分別為1.3、
1.0及1.1，與USP 38所提供之相對感應因
子相同，故可依照其公式進行蝦紅素含量

計算，以解決標準品價格昂貴之問題。

三、確效試驗

目前酯化型蝦紅素標準品僅能購得由雨生

球紅藻所萃取者，且文獻中指出酯化型蝦紅素

組成複雜，包含游離型、單酯及雙酯，若直接

以高效液相層析法分析雨生球紅藻中之蝦紅

素，恐無法有效分離其具體組成，故酯化型蝦

紅素須先以酵素水解為游離型，再以游離態蝦

紅素標準品進行檢測。

㈠專一性及標準曲線
 將空白樣品依本方法流程分析所得之層
析圖譜如圖三(A)，與all-trans蝦紅素標準
品及內部標準品之層析圖譜如圖三(B)比
對，亦比對經酵素水解前後之酯化型蝦紅

素標準品及內部標準品之層析圖譜如圖

三(C)及(D)，其中13-cis、all-trans、9-cis
蝦紅素及內部標準品之滯留時間分別為

9.56、10.51、15.04及21.27分鐘，於空白
樣品之層析圖譜中並無明顯干擾波峰出

現。本方法以all-trans蝦紅素為標準品，
其定量方式採用標準曲線搭配內部標準

品，標準曲線範圍於0.1-50 μg/mL，線性
迴歸相關係數為0.9998，評估結果皆符合
確效規範(14)。

㈡準確度及精密度

表一、酵素水解條件對油狀及粉狀檢體中蝦紅素之

萃取效果

檢體型態
膽固醇酯酶活性

(U/mL)
水解時間

(min)
檢測值(n=3)

(mg/g)
油
狀

4 45 7.30
60 8.01

6 45 7.57
60 8.19

8 45 8.29
60 8.99

粉
狀

4 45 2.52
60 2.51

6 45 2.54
60 2.56

8 45 2.54
60 2.60
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 酯化型蝦紅素以游離型蝦紅素計，於添加
濃度0.25、0.5及12.5 mg/g進行添加回收
試驗，結果如表二，同日間平均回收率為

92.9-111.2%，變異係數為2.5-4.8%；異日
間平均回收率為90.2-107.2%，變異係數
為4.4-7.0%之間，顯示方法之準確度及精

密度符合確效規範(14)。

㈢定量極限之評估
 依材料與方法十一、㈢節「定量極限之評
估」所得膠囊錠狀食品之定量極限評估結

果，蝦紅素於定量極限(以游離態計為0.25 
mg/g)之平均回收率為93%，變異係數為

表二、酯化型蝦紅素添加於粉狀及油狀膠囊錠狀食品空白基質中之回收試驗結果

檢體基質
游離型蝦紅素添加量c

(mg/g)
同日間(n=5) 異日間(n=10)

平均回收率 (%) CV (%) 平均回收率 (%) CV (%)
粉狀a 0.25  92.9 2.5  91.3 4.4

0.50 103.6 2.6 101.3 5.0
1.25 105.2 4.0 107.2 4.4

油狀b 0.25  94.1 3.7  90.2 6.7
0.50 111.2 4.8 107.1 7.0
1.25  97.6 3.9 101.0 5.2

a	 自行配製之膠錠空白基質配方為玉米澱粉32%、乳糖32%、澱粉32%、硬脂酸鎂2%、二氧化矽2%
b	市售購買之油狀基質配方為魚油、明膠、亞麻仁籽油、冷壓橄欖油、甘油、向日葵籽油、南瓜籽油、小麥胚芽油、月見

草油、玄米油、維生素E、二氧化鈦、向日葵籽油、氧化鐵、大豆卵磷脂、迷迭香油
c	 酯化型蝦紅素依COA換算為游離型蝦紅素之添加量

(A) (B)

(C) (D)

MinutesMinutes

A
U

A
U

ester form

β-apo-8’-carotenal
21.21

β-apo-8’-carotenal 
21.05all-trans-astaxanthin

10.55

all-trans-astaxanthin 

10.51 

free form 

β-apo-8’-carotenal 
21.27 

9-cis-astaxanthin
15.04 

13-cis-astaxanthin 

9.56 ←

圖三、 空白樣品(A)、全反式蝦紅素標準品及內部標準品(B)與酯化型蝦紅素標準品及內部標準品未經酵素水
解(C)及經酵素水解(D)之HPLC圖譜
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2.5%，且13-cis、all-trans與9-cis蝦紅素之
S/N比分別為11.1、43.6及13.3，皆符合確
效規範S/N比 ≥ 10之要求，其回收率及變
異係數亦符合確效規範(14)，故本研究之定

量極限訂為0.25 mg/g，以游離型蝦紅素
計。

六、本研究檢驗方法之產品適用性驗證

由於目前尚無以基因改造大腸桿菌Ast12
菌株發酵生產之蝦紅素所製造之產品，故本

研究市售產品之選擇，主要以原料成分標示

中含蝦紅素之膠囊錠狀食品為主，以建立之方

法進行方法適用性驗證。由未酵素水解之圖

譜得知，測試之樣品中蝦紅素係以酯化型存

在，查看其成分標示，蝦紅素來源為紅藻，與

文獻(7-9)中提及雨生紅球藻含酯化型蝦紅素之

論述相同。分析結果如表三，8件產品之蝦紅
素含量為2.58-15.41 mg/g，檢測值為標示值之
92-112%，皆符合「包裝食品營養標示應遵行
事項」檢測值需大於標示值80%之規定(16)，顯

示本方法適用於檢驗市售含蝦紅素之膠囊錠狀

食品。

結　論

本研究配合行政管理之需求，建立蝦紅素

分析方法，確效結果皆符合食藥署「食品化學

檢驗方法之確效規範」(14)，並已於2024年2月
17日公開「膠囊錠狀食品中蝦紅素之檢驗方法
(TFDAA0101.00)」(17)，可作為市售相關產品

之標示符合性評估之參考檢驗方法。
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Method Evaluation for Astaxanthin in Foods in 
Capsule or Tablet Form
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ABSTRACT

Astaxanthin naturally exists in the algae such as Haematococcus pluvialis and the shells of shrimp 
and crab. It can also be synthesized by microorganisms, considered as a potential activity of anti-cancer 
and anti-inflammatory. Furthermore, astaxanthin derived from food materials fermented from genetically 
modified Escherichia coli Ast12 strains has a daily consumption limit of 2 mg, as stipulated by the 
using restrictions and labeling regulations announced by the Ministry of Health and Welfare (MOHW) 
in Taiwan. Astaxanthin products, whether in ester for free form, can be identified by high performance 
liquid chromatography (HPLC) with a photodiode array detector (PDA) without the need for hydrolysis. 
Esterified astaxanthin is difficult to quantify accurately, therefore, we established an analytical method 
for astaxanthin in foods in capsule or tablet form by enzymolysis for esterified astaxanthin to yield free 
astaxanthin with an internal standard by HPLC-PDA in this study. The sample was uniformly dispersed 
and extracted with 0.1% 2,6-butylated hydroxytoluene (BHT) in acetone under ultrasonication. After 
centrifugation, the supernatants were hydrolyzed by cholesterol esterase and extracted with petroleum 
ether. The combined petroleum ether layer was evaporated to dryness using a stream of nitrogen, and 
dissolved in acetone containing 0.1% BHT. After filtration, the filtrate was analyzed by a YMC-Carotenoid 
C30 (5 μm, 4.6 × 250 mm) column at 25℃ using methanol, methyl tert-butyl ether and 1% phosphate 
solution as the mobile phase by a gradient elution of 1.0 mL/min and detected at 478 nm by HPLC-PDA. 
The results showed that enzymolysis completed converted esterified astaxanthin into free astaxanthins, 
including 13-cis, all-trans and 9-cis. The method validation was performed by spiking astaxanthin ester 
at the levels of 2.5 mg/g, 5.0 mg/g and 7.5 mg/g as free form into the blank sample, respectively. The 
average recoveries of astaxanthin ester in intra-day were between 92.9 and 111.2%, and the coefficients 
of variation were between 2.5 and 4.8%. The average recoveries of astaxanthin esters in inter-day were 
between 90.2 and 107.2%, and the coefficients of variation were between 4.4 and 7.0%. The above results 
showed that this method could provide high precision and accuracy, and comply with the validation 
guideline of the chemical testing method published by the Taiwan Food and Drug Administration (TFDA). 
Eight products with astaxanthin labeling were assayed by this method. The results showed that the ratios 
of the detected values to the labeled values of astaxanthins were all in compliance, meeting the regulation 
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that the allowable error range of nutrition label values should be ≥ 80% of the labeled value, as specified 
in the Regulations on Nutrition Labeling for Prepackaged Food Products.

Key words: astaxanthin, high performance liquid chromatography, photodiode array detector, 

enzymatic hydrolysis


