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磷酸化海藻糖制备工艺优化及其活性评价 

张小利, 祈雪儿, 姚  慧, 毛俊龙, 张  宾* 
(浙江海洋大学食品与医药学院, 舟山  316022) 

摘  要: 目的  探究磷酸化海藻糖制备的最佳工艺参数, 并以冻藏南美白对虾为对象, 评价磷酸化海藻糖对

冻藏虾仁水分保持特性的影响。方法  通过单因素实验和正交实验, 对海藻糖磷酸化制备条件进行优化设计, 

考察磷酸化试剂配比、海藻糖浓度、反应温度和时间对磷酸化海藻糖对冻藏虾仁保水效果的影响。通过钼蓝

比色法测定磷含量, 并利用红外光谱进行磷酸化海藻糖结构分析。结果  最佳磷酸化条件为磷酸盐配比(三聚

磷酸钠:三偏磷酸钠)6:1, 海藻糖浓度 6%, 反应温度 90 ℃和反应时间 7 h。磷酸化条件对冷冻南美白对虾解冻

损失率的影响强度依次为磷酸盐配比=海藻糖浓度=反应温度>反应时间。结论  在此条件下, 制备的磷酸海藻

糖处理南美白对虾, 相比于单纯海藻糖处理, 虾仁解冻损失率更小, 磷酸化海藻糖中磷酸根含量为 11.68%。

可为冷冻水产品低糖低磷保水剂生产与开发提供研究方向。 
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Optimization of the preparation of phosphorylated trehalose and 
its activity evaluation 

ZHANG Xiao-Li, QI Xue-Er, YAO Hui, MAO Jun-Long, ZHANG Bin* 
(College of Food and Medicine, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the optimum process parameters for the preparation of phosphorylated 

trehalose, and with frozen south Litopenaeus vannamei as the object to evaluate the effect of phosphorylated trehalose 

on the water retention characteristics of frozen shrimp. Methods  Phosphorylation conditions were optimized by 

single factor experiments and orthogonal experiments to evaluate the thawing loss rate of Litopenaeus vannamei by 

investigating the ratio of phosphorylation reagent, trehalose ratio, temperature and reaction time to the retention of 

phosphorylated trehalose. The phosphorus content was determined by molybdenum blue colorimetric method and the 

structure analysis was characterized by infrared spectroscopy. Results  The optimal phosphorylation conditions were 

as follow: phosphoric acid ratio of 6:1, a trehalose concentration of 6%, a temperature of 90 ℃, and a time of 7 h. 

The effect of phosphorylation conditions on the thawing loss rate of frozen Litopenaeus vannamei was phosphate 

ratio=trehalose concentration=temperature>time. Conclusion  Under such conditions, the thawed loss rate of shrimp 

treated with trehalose phosphate is lower than that of pure trehalose treatment, and the phosphate root content in 

phosphorylated trehalose is 11.68%. The study can provide research direction for the production and development of 

low sugar and low phosphorus cryoprotective agents. 
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1  引  言 

南美白对虾(Litopenaeus vannamei)学名凡纳滨对虾, 
为对虾科对虾属甲壳类水产品, 因其独特鲜美口感及低脂

高蛋白的营养特性, 深受消费者欢迎。2019 中国渔业统计

年鉴显示, 2018 年中南美白对虾的海水与淡水养殖产量分

别达到 111.75 万吨和 64.28 万吨, 其产量与 2017 年相比分

别增加了 3.67 万吨和 5.13 万吨[1], 其中南美白对虾在虾类

海水养殖中占比高达 79.3%, 其已成为我国主要养殖虾种。

但由于南美白对虾高蛋白高水分的特性, 其在加工、贮藏

期间易发生氧化、自溶现象, 导致对虾营养价值与食用品

质下降。 
磷酸盐对于低温冻藏虾仁的保水效果显著, 且因其

价格低廉而被广泛应用。但磷酸盐超量添加问题时常出

现, 长期过量摄入会导致人体钙磷代谢失衡及其他相关

疾病[2]。此外, 多聚磷酸盐类, 如三聚磷酸钠和焦磷酸钠在

贮藏过程中易发生降解现象, 会严重影响其对冻藏虾仁的

抗冻保水效果[3]。 
海藻糖是由 2 个葡萄糖分子通过半缩醛羟基缩合, 通

过 1,1-糖苷键连接而成的非还原性糖。海洋藻类等生物体, 
在处于高渗透压和低温环境中, 海藻糖会在其组织细胞表

面形成一种保护膜, 使其在恶劣环境中仍然能保持正常的

生物代谢活动。研究表明, 海藻糖对多种生物体也具有良

好的保护作用[4,5]。糖类物质的生物活性在很大程度上受其

分子结构的影响 , 糖类物质经过一定方式的修饰后 , 会
增强或赋予其更多的生物活性, 且毒副作用也会有所降

低[6]。目前, 对糖类进行修饰的常见方法有硫酸化、乙酰

化、烷基化和磷酸化等[7]。磷酸化修饰是一种共价修饰, 是
糖分子支链上的羟基被磷酸根取代的修饰过程[8]。 

本研究利用三聚磷酸钠和三偏磷酸钠混合试剂对海

藻糖进行磷酸化修饰, 优化磷酸化海藻糖的制备工艺条件, 
以期提高海藻糖的低温保护作用效果, 同时减少冷冻虾类

制品中磷酸盐的使用量, 为冷冻水产品新型抗冻保护剂的

开发提供理论和应用基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

实验材料: 鲜活南美白对虾, 购于舟山市定海区临城

街道老碶菜场(体长 9~10 cm)。将活虾放置于装有冰块的保

温箱, 20~30 min 内运回实验室后, 立即处理。 
主要试剂: 海藻糖、三聚磷酸钠、三偏磷酸钠、无水

乙醇, 以上试剂含量均大于 99%(青岛博智汇力生物科技

有限公司)。 

2.2  仪器与设备 
SHA-B 双功能水浴恒温振荡器(金坛市岸头良友实验

仪器厂); CF-16RN 高速冷冻多用途离心机(日本日立公司); 
DIRECT-Q 超纯水装置(美国 MILLIPORE 公司); 751UVGD
型紫外-可见光分光光度计(上海第三分析仪器); WTG-30
红外光谱仪(天津天光光学仪器仪器)。 

2.3  实验方法 
2.3.1  磷酸化海藻糖的制备 

将三聚磷酸钠和三偏磷酸钠按一定比例混匀后, 溶
于蒸馏水中, 制备复合磷酸盐溶液; 将一定量的海藻糖加

入复合磷酸盐溶液中, 充分溶解后, 调节反应体系 pH 值。

将混合体系置于恒温水浴振荡器中, 恒温水浴震荡反应一

定时间后, 冷却至室温, 加入 3倍体积 95%乙醇过夜(4 ℃), 
5000 r/min 离心 10 min, 取沉淀再次溶于适量蒸馏水中, 
无水乙醇反复醇沉 2 次, 离心获得沉淀经透析、冷冻干燥, 
获得制备的磷酸化海藻糖。 
2.3.2  单因素实验 

磷酸化试剂配比 : 磷酸化反应时间 3 h, 水浴温度

60 ℃, 海藻糖浓度 3%(W/V 为海藻糖质量与溶剂体积比), 
三聚磷酸钠和三偏磷酸钠(磷酸化试剂)配比分别为 1:1、
2:1、4:1、6:1 和 8:1(三聚磷酸钠与三偏磷酸钠的质量比), 经
磷酸化反应后制备磷酸化海藻糖。以冻藏虾仁解冻损失率

为评价指标, 分析不同的磷酸化试剂配比对磷酸化海藻糖

抗冻活性的影响。 
海藻糖浓度: 磷酸化反应时间 3 h, 反应温度 60 ℃, 

磷酸化试剂配比 6:1, 海藻糖浓度(w/v)分别为 2%、3%、4%、

5%和 6%, 经磷酸化反应后制备磷酸化海藻糖。以冻藏虾

仁解冻损失率为评价指标, 分析不同的海藻糖浓度对磷酸

化海藻糖抗冻活性的影响。 
反应时间: 海藻糖浓度 3%, 水浴温度 60 ℃, 磷酸化

试剂配比 6:1, 反应时间分别为 1.5、3、4.5、6、7 h, 经磷

酸化反应后制备磷酸化海藻糖。以冻藏虾仁解冻损失率为

评价指标, 分析不同的磷酸化反应时间对磷酸化海藻糖抗

冻活性的影响。 
反应温度: 磷酸化反应时间 3 h, 海藻糖浓度(W/V)3%, 

磷酸化试剂配比(三聚磷酸钠:三偏磷酸钠)6:1, 反应温度

分别为 50、60、70、80 和 90 ℃, 经磷酸化反应后制备磷

酸化海藻糖。以冻藏虾仁解冻损失率为评价指标, 分析不

同的磷酸化反应温度对磷酸化海藻糖抗冻活性的影响。 
2.3.3  正交实验设计 

在以上单因素试验基础上, 选择磷酸化试剂配比(A)、
海藻糖质量浓度(B)、反应时间(C)及反应温度(D)4 个因素, 
以冻藏虾仁解冻损失率(%)为评价指标, 采用 L9(3

4)正交试
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验设计, 优化磷酸化海藻糖的最佳制备工艺。正交实验因

素水平表, 如表 1 所示。 
 

表 1  因素水平表 
Table 1  Factor level table 

水平 

因素 

A 
磷酸化试剂

配比 

B 
海藻糖浓度

/% 

C 
反应时间

/h 

D 
反应温度

/℃ 

1 2:1 4 5 70 

2 4:1 5 6 80 

3 6:1 6 7 90 

 
2.3.4  磷酸根含量的测定 

参考钼蓝比色法。以磷酸根浓度为横坐标, 相应吸

光度为纵坐标绘制标准曲线, 根据标准曲线计算样品中磷

酸根含量。磷酸化海藻糖样品前处理方法, 参考孙雪等[6]

方法。 
2.3.5  磷酸化海藻糖红外光谱分析 

将待测样品置于 80 ℃烘箱中干燥 3 h后, 按照溴化钾

质量的 1%加入待测样品, 经充分研末混合、压片法后, 进
行红外光谱测试。 
2.3.6  浸泡增重率和解冻损失率的测定 

新鲜南美白对虾经去头、去壳后, 获得完整虾仁, 进
行称重(记为 M1/g)。将虾仁完全浸没于处理溶液中, 4 ℃冰

箱中保持 3 h, 每隔 30 min 用玻璃棒缓慢搅拌 1 次。浸泡

结束后取出虾仁 , 纱布拭去虾仁表面水分 , 进行称重

(M2/g)。然后, 将虾仁封口袋包装后置于-18 ℃冰箱中, 贮
藏 14 d 后取出, 4 ℃冰箱中解冻 3 h 后, 纱布拭去虾仁表面

水分 , 进行称重 (M3/g) 。浸泡增重率 (%)=(M2-M1)/M1× 
100%。解冻损失率(%)=(M2-M3)/M2×100%。 
2.3.7  磷酸化海藻糖对冻藏虾仁抗冻活性的验证 

实验分组: 蒸馏水(对照)、三聚磷酸钠、三偏磷酸钠

和磷酸化海藻糖处理组。以上溶质质量浓度均为 3.0 g/100 
mL。将新鲜虾仁分别浸没于以上 4 种溶液中, 浸没处理后

虾仁于-18 ℃条件下冻藏 45 d 后, 测定各组虾仁浸泡增重

率和解冻损失率, 验证分析磷酸化海藻糖对冻藏虾仁的抗

冻作用效果。 
2.3.8  数据分析与作图 

数据处理及作图采用 Origin 8.0、Excel 2007 和 SPSS 
17.0 进行作图及统计分析, 结果表示为平均值±SD。 

3  结果与分析 

3.1  磷酸化海藻糖制备的单因素实验 

3.1.1  磷酸化试剂配比对磷酸化海藻糖抗冻活性的影响 
如图 1 所示, 在 2 种磷酸盐总量不变情况下, 随着磷

酸化试剂配比(三聚磷酸钠:三偏磷酸钠)的增加, 处理后虾

仁肌肉的解冻损失率逐渐下降, 表明磷酸化试剂中三聚磷

酸钠占比较大时, 更有助于降低冷冻虾仁的解冻损失率, 
其原因可能是三聚磷酸钠中磷酸基团更易于嫁接在海藻糖

分子上。有研究表明, 磷酸化修饰采用三聚磷酸钠和三偏

磷酸钠混合物的修饰效果, 优于单独使用这 2 种单一的试

剂, 2 种磷酸盐的相互作用可能在磷酸根共价修饰过程中

起到相互促进的作用[9]。当三聚磷酸钠:三偏磷酸钠配比高

于 4:1 时, 处理虾仁的解冻损失率又逐渐升高, 可能是由

于, 2 种磷酸化试剂的配比较大影响了磷酸根的修饰效果, 
减少了海藻糖分子上共价结合的磷酸根离子数量, 因而影

响了虾仁的解冻损失率。 
 

 
 

图 1 磷酸化试剂配比对虾仁解冻损失率的影响(n=3) 
Fig. 1 Effect of the ratio of phosphorylated reagents on thawing loss 

of frozen shrimp (n=3) 
 

3.1.2  海藻糖浓度对磷酸化海藻糖抗冻活性的影响 
如图 2 所示, 当海藻糖浓度在 2%~5%范围时, 随着海

藻糖浓度的增加, 虾仁解冻损失率逐渐降低; 当海藻糖浓

度为 5%~6%时, 虾仁解冻损失率并未表现出显著性的变

化。研究表明, 海藻糖能有效降低冷冻虾仁的汁液损失, 
对虾仁肌肉肌原纤维蛋白稳定、组织微观结构等起到较好

的低温保护作用[10]。本实验中, 海藻糖经磷酸根离子修饰

后, 仍可表现出优良的虾仁解冻损失率调控作用, 其很可

能是由海藻糖与磷酸根离子协同作用的效果。而当海藻糖

浓度增大到一定程度后, 虾仁肌肉解冻损失率改善效果已

达到较好状态, 而无法继续表现出降低现象。 
3.1.3  反应时间对磷酸化海藻糖抗冻活性的影响 

如图 3 所示, 当磷酸化反应时间小于 6 h 时, 随着磷

酸化反应时间的增加, 虾仁解冻损失率逐渐降低; 当磷酸

化反应时间达到 6 h 时, 虾仁解冻损失率最低达 3.45%; 而
后磷酸化时间继续增加, 虾仁解冻损失率又出现明显升高

的趋势。这可能是由于在 6 h 范围内, 随着反应时间的延

长, 磷酸化反应得以充分进行, 磷酸根离子与海藻糖羟基

间的结合效果较好, 因而在海藻糖和磷酸根离子的协同作
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用下冷冻虾仁解冻损失率逐渐降低。反应时间继续增加时, 
海藻糖与磷酸根离子在较高温度条件下长时间反应, 可能造

成了磷酸化海藻糖分子结构的破坏, 发生部分降解现象(磷酸

化效果降低), 因而处理后冷冻虾仁解冻损失率有所增大。 
 

 
 

图 2  海藻糖浓度对虾仁解冻损失率的影响(n=3) 
Fig.2  Effect of trehalose concentration on thawing loss of frozen 

shrimp (n=3) 
 

 
 

图 3  海藻糖磷酸化时间对虾仁解冻损失率的影响(n=3) 
Fig.3  Effect of the phosphorylation time on thawing loss of frozen 

shrimp (n=3) 
 

3.1.4  反应温度对磷酸化海藻糖抗冻活性的影响 
如图 4 所示, 当磷酸化反应温度在 50~80 ℃范围内, 

随着反应温度的升高, 处理虾仁解冻损失率逐渐降低; 当
磷酸化反应温度达 80 ℃时, 虾仁解冻损失率最低达 2.96%, 
原因可能是在一定反应温度范围内, 反应温度升高, 磷酸

盐和海藻糖分子动能增加, 磷酸化反应体系能量升高, 分
子健活性增强, 致使磷酸化试剂的利用率也随之增加 [6], 
有利于磷酸根基团接近羟基进行磷酸化反应[11]。但当反应

温度继续升高时, 虾仁的解冻损失率再次出现升高的趋势, 
可能是由于反应温度过高时, 海藻糖分子运动剧烈, 导致

部分海藻糖分子发生降解[12], 即磷酸化反应产物生成率降

低, 故在该实验条件下制备的磷酸化海藻糖有效成分降低, 
经其处理的冷冻虾仁解冻损失率出现增高趋势。 

 

 
 

图 4  磷酸化温度对虾仁解冻损失率的影响(n=3) 
Fig.4  Effect of the phosphorylated temperature of on thawing loss 

of frozen shrimp (n=3) 
 

3.2  磷酸化海藻糖制备的正交优化试验 

在以上单因素试验基础上, 以浸泡处理后的虾仁解

冻损失率为指标, 对海藻糖磷酸化制备反应条件: 磷酸化

试剂配比、海藻糖浓度、反应温度和反应时间进行四因素

三水平的正交试验。正交试验和极差分析结果, 如表 2 所

示。结果发现, 4 个因素对处理虾仁解冻损失率影响大小顺

序依次为: 磷酸化试剂配比=温度=时间＞海藻糖浓度, 各
因素理论最优水平组合为 A3B3C3D3, 因此磷酸化海藻糖制

备的最优工艺参数为: 磷酸化试剂配比(三聚磷酸钠:三偏

磷酸钠)6:1, 海藻糖浓度 6%, 温度 90 ℃和时间 7 h。 
 

表 2  正交试验结果 
Table 2  Results of orthogonal test 

试验号 A B C D 解冻损失率
/% 

1 1 1 1 1 0.0378 

2 1 2 2 2 0.0425 

3 1 3 3 3 0.0269 

4 2 1 2 3 0.0313 

5 2 2 3 1 0.0309 

6 2 3 1 2 0.0358 

7 3 1 3 2 0.0274 

8 3 2 1 3 0.0272 

9 3 3 2 1 0.0315 

K1 0.036 0.032 0.034 0.033  

K2 0.033 0.034 0.035 0.035  

K3 0.029 0.031 0.028 0.028  

R 0.07 0.03 0.07 0.07  

最佳条件 A3 B3 C3 D3  
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3.3  磷酸化海藻糖对冻藏虾仁的保水效果验证 
根据以上优化组合制备磷酸化海藻糖, 进行验证性

实验, 结果如表 3 所示。相比于蒸馏水处理组, 三聚磷酸

钠、三偏磷酸钠和磷酸化海藻糖均可以显著性降低冷冻虾

仁的解冻损失率(P<0.05), 且该 3 组间并无显著性差异。其

中磷酸化海藻糖的解冻损失率为 4.31%, 表明该优化工艺

条件下制备的磷酸化海藻糖, 对冻藏虾仁具有较好的抗冻

保水作用。 
 

表 3  正交试验验证结果 
Table 3  Orthogonal test verification results 

组别 解冻损失率/% 浸泡增重率/% 

蒸馏水 8.341.78A 9.691.98A 

三聚磷酸钠 5.361.51B 8.501.40B 

三偏磷酸钠 4.951.38B 7.671.92B 

磷酸化海藻糖 4.311.12B 8.431.82B 

注: 表格中每列不同大写字母, 表示显著性差异(P<0.05)。 
 

3.4  磷酸化海藻糖的红外光谱分析 

整体来看, 经磷酸化修饰后的海藻糖, 在红外吸收波

形、吸收峰强度、峰宽等特征方面与未修饰的海藻糖相比

并未发生较大变化, 如图 5, 说明经磷酸化修饰后的海藻

糖分子主体结构并没有发生显著变化[13]。在 3390.47 cm-1

和 3336.13 cm-1 处的吸收峰, 为磷酸化海藻糖和海藻糖

-OH 的伸缩振动吸收峰, 表明磷酸化海藻糖和海藻糖中均

含有较多的分子内氢键[14]。在磷酸化海藻糖吸收光谱中, 
1050~950 cm1 处 C-O-P 伸缩振动峰以及 1350~1160 cm1

附近-O-PO3的 P=O伸缩振动峰, 为磷酸根离子的典型特征

吸收峰; 此外, 还有 1213 cm1 处的 P=O 键伸缩振动吸收

峰和 967cm1 处的 P-O-C 键吸收峰[15], 也可表明磷酸基团

在海藻糖分子上的有效结合。由海藻糖和磷酸化海藻糖的

红外光谱可知, 经磷酸化修饰后, 磷酸根离子已于海藻糖

分子发生共价结合, 形成了磷酸基团-海藻糖分子共价复

合物。进一步, 依据建立的磷酸根含量测定标准曲线, 测
得制备的磷酸化海藻糖中磷酸根含量为 11.68%。 

 

 
 

图 5  海藻糖和磷酸化海藻糖的红外光谱图. 
Fig.5  The infrared ray spectrums of trehalose and phosphorylated trehalose 

 

4  结  论 

通过单因素及正交实验优化, 获得磷酸化海藻糖制

备的最佳工艺参数为: 磷酸盐(三聚磷酸钠和三偏磷酸钠)
配比 6:1, 海藻糖浓度 6%, 温度 90 ℃和反应时间 7 h。在

该实验条件下, 磷酸化海藻糖浸泡处理可显著降低冷冻虾

仁的浸泡损失率, 低温保护效果与常见磷酸盐并无显著性

差异。经磷酸化修饰后, 海藻糖分子主体结构并未发生显

著变化, 其磷酸根含量为 11.68%。本研究制备的海藻糖磷

酸化衍生物, 可为冷冻水产品新型的低磷保水剂开发提供

理论基础与研究方向。 
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