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马铃薯磷酸化酶催化制备柠檬酸磷酸酯及 

条件优化 

邓  博 1, 王亚雄 2, 张海霞 2, 王  颖 2, 霍  丽 2, 靳利娥 2* 

(太原理工大学化学化工学院, 太原  030024) 

摘  要: 目的  优化马铃薯磷酸化酶催化制备柠檬酸磷酸酯的条件。方法  以柠檬酸为原料, 三聚磷酸钠作

为磷酰化试剂, 利用马铃薯中天然存在的磷酸化酶为催化剂, 催化合成柠檬酸磷酸酯。采用单因素和响应面试

验设计探究柠檬酸与三聚磷酸钠质量比、反应温度和反应时间对产物含量的影响, 通过傅里叶红外光谱分析

和电导率测定产物结构。结果  柠檬酸与三聚磷酸钠质量比为 1:3.8, 反应温度 29 ℃, 反应时间 19.5 h 时, 产

物含量可达 50.57%。红外光谱结果显示产物具有柠檬酸磷酸酯的红外特征峰, 成功制得柠檬酸磷酸酯。柠檬

酸磷酸酯比柠檬酸更易解离, 在溶液中具有良好的导电性。结论  本研究所用方法简单易行, 成本低, 合成条

件优化后产物含量高, 为柠檬酸磷酸酯的合成提供了新的方法。 
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Preparation of phosphocitrate catalyzed by phosphorylase catalysis from 
potato and optimization of conditions 

DENG Bo1, WANG Ya-Xiong2, ZHANG Hai-Xia2, WANG Ying2, HUO Li2, JIN Li-E2* 

(College of Chemistry and Chemical Engineering, Taiyuan University of Technology, Taiyuan 030024, China) 

ABSTRACT: Objective  To ptimize the conditions of potato phosphorylase to catalyze the preparation of 

phosphocitrate. Methods  The phosphocitrate was synthesized with citric acid as raw material, sodium 

tripolyphosphate as phosphorylation reagent and potato phosphorylase as catalyst. Single factor and response surface 

experimental design were used to explore the influence of the mass ratio of citric acid to sodium tripolyphosphate, 

reaction temperature and reaction time on the product content. The product structure was determined by Fourier 

infrared spectroscopy and electrical conductivity. Results  When the mass ratio of citric acid to sodium 

tripolyphosphate was 1:3.8, the reaction temperature was 29 ℃, and the reaction time was 19.5 h, the product content 

could reach 50.57%. The infrared spectrum results showed that the product had the infrared characteristic peak of PC, 

which proved that the PC was successfully prepared. PC was more easily dissociated than citric acid and had good 

conductivity in solution. Conclusion  This method is simple, low-cost, and the product content is high under the 

optimized conditions, which provides a new method for the synthesis of phosphocitrate. 

KEY WORDS: phosphocitrate; citric acid; sodium tripolyphosphate; phosphorylate; potato phosphorylase; response 

surface method 
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0  引  言 

柠檬酸是生物体内三羧酸循环中极其重要的中间产

物之一[1], 是各种动植物组织细胞中的重要生理活性物质。

柠檬酸无毒、易溶于水和乙醇, 均匀分散在食品中, 是食

品工业中用量最大的食品添加剂, 主要作为食品的抗氧化

剂、增效剂、果酱凝结剂、水果保色剂、增香剂等, 具有

抑制微生物生长和防止食品变色的作用[2]。磷酸盐也是应

用较为广泛的食品添加剂, 磷酸盐对金属离子有封锁作用、

乳化分散作用和缓冲作用[3]。在食品中添加柠檬酸和磷酸

盐有助于增加食品品种的多样化, 是重要的食品品质改良

剂。在食品工业中, 三聚磷酸钠(sodium tripolyp hosphate, 

ST)主要作为品质改良剂应用于罐头、奶制品、果汁饮料及

豆乳等食品中; 作为保水剂和嫩化剂应用于火腿、午餐肉

等肉制品及水产品加工过程, 在水产品加工中还起膨胀和

漂白的作用; 在蚕豆罐头中可使皮豆软化; 也可作为软水

剂、螯合剂、pH 调节剂和增稠剂应用于啤酒行业[4‒5]。然

而, 单独添加使用的柠檬酸必需经过跨膜运输进入到细胞

内才能发挥生理活性, 单独使用磷酸酸盐作用效果不明显, 

将柠檬酸通过磷酰化反应生成柠檬酸磷酸酯 (phosphate 

citrate, PC)就可以避免这一缺陷, 同时发挥二者的协同作

用。研究发现 PC 的毒性很小, 对人体产生的副作用几乎不

存在[6]。因此, PC 拥有非常广阔的市场应用前景。另外, PC

中的磷酸基能增加磷酸钙的可溶能力, 可广泛用于强化钙、

铁、锌的营养食品和保健食品中[7]。目前, PC 的合成方法

主要有生物法和化学法。1959 年, MEYER 等[8]首次合成了

PC, 此方法先以柠檬酸为底物合成柠檬酸三乙酯, 后用氧

化铂作为催化剂催化氢化还原得到柠檬酸三乙酯磷酸酯, 

最后通过交换树脂得到 PC, 方法合成路线复杂、产物难分

离、所用铂催化剂成本高等缺点不适合工业化生产。

BROWN 等[9]报道了 PC 衍生物的合成方法, 虽然衍生物有

良好的结构稳定性, 但是其生理活性较差, 只有柠檬酸磷

酸酯的百分之一。MORO 等[10]用生物法合成 PC, 通过柠

檬酸, 前体物质和 ATP 在大鼠肝脏匀浆液中反应, 最终得

到 PC 产品, 相比于化学法存在的低选择性、产物纯度低等

缺点, 生物酶法较高的专一性使需要多步合成的反应一步

即可完成。巴丽思等[11]以单宁酸为底物, 利用选择性较好

的三聚磷酸钠为磷酰化试剂制备单宁酸磷酸酯, 在最佳

合成条件下产率可达 86.02%, 并且在一定浓度下产物

的电导率相比于单宁酸提高了 10~15 倍。JIN 等[12]以葡

萄糖为原料 , 三聚磷酸钠为磷酰化试剂 , 尿素为催化剂

合成了 1-磷酸葡萄糖, 该工艺催化剂毒性低、磷酰化试

剂选择性高、不需要重复操作, 可生成磷含量高的 1-磷

酸葡萄糖。 

基于此, 本研究利用天然存在于植物马铃薯内的磷

酸化酶为催化剂, 柠檬酸为底物, 三聚磷酸钠为磷酰化试

剂合成 PC, 并以产物含量为响应值, 利用响应曲面法优化

合成条件, 拟建立工艺简单、不产生副产物的 PC 制备新途

径, 拓展柠檬酸和磷酸盐在食品方面的应用范围, 为有效

利用柠檬酸和磷酸盐提供新途径, 也为开发新型食品添加

剂提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

柠檬酸、三聚磷酸钠、浓磷酸(分析纯, 国药集团化学

试剂有限公司)。 

马铃薯(延薯 4 号)样本购于太原当地农贸市场, 样本

要求成熟度一致, 无腐烂。 

1.2  仪器与设备 

SHZ-D (Ⅲ)循环水真空泵(杭州瑞佳精密科学仪器

有限公司); UV-9100 紫外-可见分光光度计(北京瑞利分

析仪器公司); Nicolet 6700 傅里叶变换红外光谱仪(美国

赛默飞世尔科技有限公司); DDS-11A 电导率仪(上海第

二分析仪器厂); HH-S 恒温水浴锅(巩义市予华仪器有限

责任公司)。 

1.3  试验设计 

1.3.1  制备 PC 

磷酸化酶的制备: 称 200 g 预冷 24 h 的马铃薯, 粉碎, 

匀浆, 按照文献[13]提取磷酸化酶。 

PC 的制备过程: 将柠檬酸和三聚磷酸钠及提取的磷

酸化酶混合, 调节 pH 至 8, 30~40 ℃反应 12~24 h, 煮沸, 

冷却, 离心; 上清液按照文献[14]进行粗制和精制得到 PC。

反应方程式如下:  

 

 
 
1.3.2  产物含量的测定 

根据参考文献采用钼蓝标准曲线法[15], 以标准磷含

量为横坐标(X, μg), 吸光度值为纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 

通过测定PC中磷的含量, 计算产物含量, 得到标准曲线方

程为: Y=0.4782X‒0.0004, r2=0.9897。磷含量 P (%)和产物含

量 W (%)按照公式(1)、(2)计算。 
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           𝑃(%) = (௠భି௠మ)×௡௠×ଵ଴ల                 (1) 

               𝑊(%) = ௉(%)଴.଴ଷଽ                (2) 

其中, m1 为样品的磷含量, μg; m2 为对照磷含量, μg; m 为样

品质量, g; n 为稀释倍数, 0.0379 表示理论上每毫升 PC 中

磷的含量, μg/mL。 

1.3.3  响应曲面试验设计 

在单因素试验基础上, 以反应温度(X1)、反应时间(X2)

和柠檬酸与三聚磷酸钠质量比(X3)作为影响因素, 产物含量

为响应值, 利用Minitab 14软件设计了3因素3水平正交试验, 

考察其交互影响优化出最优解, 试验因素和水平见表 1。 

 
表 1  响应面分析因素与水平编码表 

Table 1  Response surface analysis factors and  
horizontal coding table 

水平因素 X1/℃ X2/h X3 

‒1 20 12 1:1 

0 25 18 1:5 

1 30 24  1:10 

 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验 

2.1.1  反应温度对产物含量的影响 

反应时间 18 h、质量比为 1:5 条件下, 考察反应温度为

15、20、25、30、35 ℃时的产物含量。当反应温度在 20~30 ℃

范围内时, 产物含量较高; 而当温度达到 35 ℃时, 产物中

含量变为 0, 这可能是因为马铃薯中磷酸化酶在此温度下失

活[16]。故后续优化试验将反应温度设定为 20、25、30 ℃。 

2.1.2  反应时间对产物含量的影响 

反应温度 25 ℃、质量比 1:5 的条件下, 考察 5~30 h

的反应时间对产物含量的影响。当反应时间大于 12 h 时, 

产品中的产物含量处在较高水平, 并且相差不大。但是, 

当反应时间延长到 18 h 后, 产物含量又呈现出一个峰值, 

产品纯度有所提高。因而选择 12~24 h 作为后续优化试验

中的反应时间。 

2.1.3  不同质量比对产物含量的影响 

反应温度 25 ℃、反应时间 18 h 的条件下, 考察柠檬

酸与三聚磷酸钠质量比为 2:1、1:1、1:5、1:10、1:20 时的

产物含量。当质量比在 1:5 左右时, 产物含量可达较高水

平, 大于 1:5 时, 产物含量开始下降, 小于 1:5 时, 产物含

量下降程度比前者稍缓, 因此选择 1:1、1:5、1:10 作为后

续优化试验中的质量比。 

2.2  响应面优化试验结果 

响应面优化试验结果如表 2 所示。通过对试验数据进

行回归分析, 得到响应值 Y(产物含量)与反应温度(X1)、反

应时间(X2)、质量比(X3)各个变量间的多项回归方程: Y(产

物含量)=51.26+5.785X1+2.962X2–0.839X3–7.22X1
2–6.96 X2

2 

–11.61X3
2–3.85X1X2–1.97X1X3–1.01X2X3。 

对建立的回归方程系数显著性进行检验[17], 结果见

表 3。由表 3 可知, 各因素对产物含量的影响依次为: 反应

温度＞反应时间＞质量比。其中, X1
2、X2

2、X3
2 影响极显

著 (P<0.01), X1X2 影 响 显 著 (P<0.05) 。 由 表 格 中 的

F=32.29>F0.05(9,3)=8.81, P=0.0010.01, 表明该模型极显

著, 模型的决定系数 R2为 98.31%, 说明回归方程拟合度好, 

该模型具有足够的信号来响应该设计。综上所述, 利用方

差分析检验出模型对试验数据的拟合程度较好、误差小, 

可以对该试验结果进行理论值的预测。 
 

表 2  Box-Beknhen 试验设计及结果 
Table 2  Experimental designs and results of  

Box-Beknhen design 

编号 X1/℃ X2/h X3 产物含量/% 

1 1 0 1 36.0317 

2 0 ‒1 ‒1 30.8153 

3 1 1 0 42.6068 

4 0 ‒1 1 29.5699 

5 ‒1 0 ‒1 24.8918 

6 0 1 1 32.5409 

7 ‒1 1 0 38.4037 

8 1 0 ‒1 40.0554 

9 0 0 0 50.2322 

10 0 0 0 49.3401 

11 0 1 ‒1 37.8285 

12 1 ‒1 0 43.4565 

13 0 0 0 54.2058 

14 ‒1 0 1 28.7335 

15 ‒1 ‒1 0 23.8417 

 
表 3  回归方程偏回归系数的检验 

Table 3  Partial regression coefficients test of regression 
equation 

回归系数 自由度 系数取值 t F P 

模型 9 - - 32.29 0.001

常数 -  1.9428 43.94 - 0.000

X1 1  0.2193 8.10 65.56 0.000

X2 1  0.1123 4.15 17.19 0.009

X3 1  0.0318 ‒1.17 1.38 0.293

X1
2 1 ‒0.2737 ‒6.87 47.16 0.001

X2
2 1 ‒0.2638 ‒6.62 43.82 0.001

X3
2 1 ‒0.4400 ‒11.04 121.88 0.000

X1X2 1 ‒0.1460 ‒3.81 14.54 0.012

X1X3 1 ‒0.0745 ‒1.95 3.79 0.109

X2X3 1 ‒0.0383 ‒1.00 1.00 0.363

R2 98.31% 

R2
adj 95.26% 
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图 1(a)所示是当 X3 取中心水平时, X1 和 X2 的交互作用

对产物含量的影响。从图中可以看出产物含量随着反应温度

的上升, 先快速增大再快速下降。也可以明显地看出随着响

应曲面的倾斜度越来越大, 产物含量对于反应温度和反应

时间的增加量就会越敏感。等高线可以直观地看出 X1X2 两

因素交互作用显著, 与方差分析表结果一致。图 1(b)所示是

当 X2 取中心水平时, X1 和 X3 交互作用对产物含量的影响。

从图中等高线可以直观地看出两因素交互作用的不显著, 

与方差分析表结果一致。图 1(c)所示的是当 X1 取中心水平

时, 单因素项 X2 和 X3 的交互项对产物含量的影响作用。很

明显地, 从右边图中等高线的密度很容易就可以看出 X2X3

交互项的作用不显著, 这个结果与方差分析表的结果一致。 

 

 
 

注: 响应面图(上)和等高线图(下); (a)反应温度、反应时间对产物含量的交互作用; (b)反应温度、质量比对产物含量的的交互作用;  

(c)反应时间、质量比对产物含量的的交互作用。 

图 1  两因素交互作用对产物含量的响应曲面图 

Fig.1  Response surface diagrams of the interaction effects of two factors on product content 
 

利用 Minitab 14 软件的 Response Optimizer 优化工艺

条件, 最佳反应温度 28.73 ℃、反应时间 19.33 h、柠檬酸

和三聚磷酸钠质量比 1:3.8, 在此条件下预测的产物含量为

52.56%。为了验证模型的适当性与有效性, 综合考虑在反

应温度 29 ℃, 反应时间 19.5 h, 柠檬酸和三聚磷酸钠质量

比为 1:3.8 的条件下进行 3 次验证试验, 实际产物含量

50.57%, 与预测值的误差仅为 1.99%, 证明此模型是适当

有效, 且具有一定的实践指导作用。 

2.3  产物结构表征及性能测试 

2.3.1  红外光谱分析 

以 KBr 为基质, 在 400~4000 cm-1 内对柠檬酸和产物

进行红外光谱测定, 结果如图 2 所示。与柠檬酸的红外光

谱图相比可知, 产物中仍存在羧基吸收峰(1716 cm‒1), 但

是其峰强度明显减弱; 在 1635 cm‒1 处出现明显的 P-OH 伸

缩振动吸收峰; 在 1386 cm‒1 处为 P=O 伸缩振动吸收峰; 

在 1152、1072 cm‒1 处是 P-O-C 的特征伸缩振动峰[18]。上

述各官能团特征吸收峰位置和强度与文献值一致[19], 可以

证实该产物为 PC。 

 
 

图 2  产物红外光谱图 

Fig.2  FT-IR spectra of product 

 
2.3.2  电导率的测定 

用 DDS-11A 型电导率仪、10A 型铂黑电极分别测定

预先配好的不同质量浓度(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 g/L)的

柠檬酸和其产物 PC 的水溶液在不同溶解度下的电导率[20]。
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结果如图 3 所示。 

 

 
 

图 3  柠檬酸和产物的电导率(n=3) 

Fig.3  Conductivities of citric acid and product (n=3) 

 
从图 3 中可知, PC 的电导率大约是柠檬酸的 1.5 倍。

因此可以得出以下结论: (1)柠檬酸被成功磷酸化改性生成

了 PC; (2)PC 的解离作用明显强于柠檬酸; (3)PC 的水溶液

中阴阳离子的浓度明显增加[11]。由此可知, 产物导电性能

好, 能够很有效地抑制静电荷的不断积累, 明显降低了带

静电荷绝缘体的绝缘性[21]。 

3  结  论 

利用天然存在的植物马铃薯内的磷酸化酶为催化剂, 

柠檬酸为底物, 三聚磷酸钠为磷酰化试剂, 成功合成了 PC。

通过响应曲面法得到 PC 合成的最佳条件为柠檬酸与三聚

磷酸钠物料比为 1:3.8, 反应温度 29 ℃, 反应时间 19.5 h, 

在此条件下的产物含量可达 50.57%。红外光谱结果表明, 

产物具有 PC 的红外特征峰, 说明通过生物酶法成功制得

PC。电导率测定表明, PC 比柠檬酸更易解离, 在溶液中具

有良好的导电性。综上, 三聚磷酸钠较高的选择性, 很大

程度上保留了柠檬酸原有性能, 拓展了其在医药、食品等

领域的应用范围, 本研究为 PC 合成提供了简单易行的制

备方法, 有很大的实际应用潜能。 
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