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摘 要 以可溶性淀粉为底物，研究了耱化酶(EC 3．2．1．3)的动力学规律。淀粉水解 

反应具有单底物酶促反应的特征，且当 ]《‰ 时，服从拟一级反应规律。根据一敷反应网 

络理论，采用单纯形加速法拟合酶促淀粉水解反应的过程曲线求各速率常数和米氏常数。 

关键词 一级反应网络理论 单纯形加速法 速率常数；米氏常数 

。引 言 簿 ， 
的设计都有重要的意义。目前大量文献报道了根据米氏常数，采用温度跃迁法，停留法求速 

率常数0]，但由于涉及快速反应技术，对实验仪器的精度要求很高。笔者提出了一种根据一 

级反应网络理论，运用计算机和数值计算技术，仅用常规的实验方法就能得到各基元反应速 

1 一级反应网络模型 z] 

对下列可逆反应 

其中 

相应的久期方程 

方程的根 
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一 鱼+五一 +岛+k-2．叮一 [妒一4(岛岛+ k- k-2+岛k：)] ，2 

设初始条件墨(0)=A，五(0)一墨(0)=0，得 

，一̂{ + exp(--,I + } 

)=̂{铣+ 一 + exp(-- )) 

墨( =̂{靛一 唧(一 + exp(--a ) 

淀粉在糖化酶催化下水解生成葡萄精t 

(GH 05) +旭 O一 ， HJ： 

是一个多步骤，多中间产物的复杂反应。本课题组前期工作 发现它具有单底物酶促反应 

特征。可用下式表示： 

E+ S= 一E + P 
L 1 

把一个复杂的多步骤反应合理简化，但各速率常数并不是真正的基元反应速率常数 ，在化 

学动力学上常称为 表观速率常数”。而生化反应工程上仍把它们称为速率常数，把有传质阻 

力影响时的速率常数称为“表观速率常数”。 

米氏方程： 

=  

． 

米氏常数五 =苎二 ．最大反应速率 =岛 当[ ]《 时，上式服从拟一级反应规 

律。 

根据—级反应网络理论，且当 一0时．憧 一 ， =0．有 

=  { 唧( ¨ 一Jilt)} 

{箍一 ¨ exp(-- )) 
式中 

1̂= (1一~／—1--—g)，扎= (1+√i_= 

一 ( + 一 + 岛)／2．卢一 岛岛 

g=§{ 

当k-i大大地大于 岛或岛时 - 
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工 ≈ 是l岛，(是l+ 岛+ k-i) 

≈ + 一̂l+ 岛 

2 单纯形加速法。 

所谓单纯形，就是指在一定空间中最简单的几何图形。非线性规划中的单纯形法是从顶 

点着手寻优的。以二元函数，(m，恐)求极小值为例。 

在二维平面空间中选择 PG，PH，PL三个 

点构成单纯形三角形。设这三个顶点对应的 

函数值为 ，，H，五，比较这三个函数值的大 

小，找出最大点(假设为PH)次大点(PG)和最 

小点(PL)．设想最佳点可能在最差 点PH的对 

称位置上，因此将Pc，PL边线 的中点 

与PH点连接并延长到PF方向，在此方向上找 
一 PH的对称 点PR，让F P；=同 然后去掉 

PH点，甩PH、PL、P宴构成一新的三角形，再比 

较反射，一直搜索下去。 

在P蛊的位置初步确定后，比较 和，G， 
若矗≤，G，反射是成功的，PR可最终确定。若 图1 单纯形加速法 

矗>兀，说明重点不好，可往回压缩到Ps点，使Ps点好于PG点即可。如果 <，G，则最优点 

可能在此方向上，因此，可加大步长，将P宴点外移到Ps点，这种加大步长或压缩步长的做法， 

大大加快了单纯形法的搜索速度，因而称为单纯形加速法。 

3 实验方法与结果 

3．1 药品和设备 

所有分析试剂为分析纯。糖化酶为河北邢台市酶制剂厂出品，淀粉为四川省彭州市军乐 

化工厂产品。 

主要仪器：721型分光光度计(四川仪表九表)，超级恒温槽(重庆实验设备厂)。 

3．2 淀粉浓度的测定 

淀粉与碘试剂反应生成蓝色物质，该物质在600 m 处有特征吸收峰。笔者成功地将其 

用于定量分析，制得标准曲线 (吨 一0．001 2+0．078 9×A士0．000 3)，相关系数r一 

0．999． 

3．3 葡萄糖浓度的测定 

淀粉经过很多中问物水解生成葡萄糖。根据3，5-二硝基水杨酸溶液与葡萄糖共热后被 

还原成红棕色的氨基化合物在520 n．rn处有特征吸收峰。在一定范围内，葡萄糖浓度与红棕 

色化合物的颜色深浅成一定比例关系。制得标准曲线 =一0．007 2+0．1~6 8×A士 

·谭世语，周志明·化学化工计算机应用基础·重庆一重庆大学化工学院．1991．5～29 
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0．001 8，相关系数 r一0．996． 

3．4 反应条件的确定 

采用萃取化学公司法测得温度一酶活力曲线，pH-酶活力曲线，得糖化酶的最适温度范 

围为6o～65℃，最适pH值为4．5．本实验选反应温度60"C， H值为4．5． 

3．5 过程曲线的测定和速率常数的确定 

过程曲线是指反应物，产物浓度随反应时间 }的变化关系曲线。在淀粉浓度为 2·0 mg‘ 

fnI_。，最适温度60℃，最适pH4．5条件下，反应服从拟一级反应规律。测定反应的葡萄糖过程 

曲线和淀粉过程曲线。用碘试剂检验淀粉水解完全与否。 

表 I 自由糖化酶的淀粉浓度吨与时间}的关系 

t／n~n 0．0 1．0 2．0 4．0 6．0 11．0 16．0 21．0 31．0 41．0 61·0 

／mg·ca一 1．612 1_067 0．727 0．378 0．269 0．149 0．131 0．1ZO 0·106 0·070 0·024 

咄／ lg·∞一 1．612 1．019 0．768 0．437 0．249 0．150 0I 0．118 0· ·!!! !：! 

嚏 拟合浓度是指将拟台淀粉过程曲线测定值所得岛、n 、岛值代人 (f)公式后，算出} 

时刻对应的浓度值。 

表 2 自由糖化酶的葡萄糖浓度cm与时间}的关系 

t／n~n 0．0 0．S 1．s 3．S 5．5 10．5 15．5 20．5 30．5 40．5 50．5 

t／lng·cm- 0．199 0．411 0．667 0．965 1．127 1．508 1·631 1．668 1．748 1·797 1·797 

cl／ ·cm一 0．199 0．328 0．557 0．914 1．169 1．533 1． 91 1．759 1．! · 。9 ：! 

c 拟合浓度是指将拟台葡萄糖过程曲线测定值所得岛、 、五2值代入钿( )公式后，算 

出}时刻对应的葡萄糖浓度值。 

用一级反应网络法，通过设定淀粉的目标函数为； 

一 -- co{ e ¨ 唧 

葡萄糖的目标函数为t 

昂=[只一0．199一 ×{ e坤(一 )+ 一。(一 )}]。 

求 目标函数最小，分别拟合 

淀粉过程曲线和葡萄糖过程曲线 

测定值得各速率常数见表 3． 

根据‰ 一生 ； 

从淀粉过程曲线拟台得： 

I一 5．20tng·cm- 

表 3 拟合得的各速率常数 
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从葡萄糖过程曲线拟合得 

墨 一 6．61 mg·cm一 

因淀粉测定方法本身的缺点，所得结果 · 

不够准确，葡萄糖的测定更经典，可靠。 T 3． 

3．6 米氏常数的测定 

米氏曲线就是表示反应的初速率与底物 目 

浓 度关系的曲线。测得不同底物浓度时的初 

速率，以反应初速率“对底物浓度c作图，即 一 

得米氏曲线，如图2． 

用双倒数作图法(以1／v对 1Is作图)， 

Hal~$作图法(以c／v对c作图)，EaSe—HoIstee 

作图法(以”对 作图)，采用最小=乘法进 

行线性拟合，由截距和斜率求得匠，和 ；采 

cR／mg·∞ 

图 2 米氏曲线 

— — 拟合曲线；△△△ 实验值 

用单纯形法，根据测定的”和c直接拟合米氏方程得 ，结果见表4 

表4 各种方法求得的匠 、 

4 讨 论 

1)糖化酶催化淀粉水解的反应具有单底物酶促反应特征。文献报导口 该体系的J 

在6．0～10．0 mg·cnl- 之间。本课题组前期工作也证明在底物浓度为2．0 mg·cm～，该反 

应 具有拟一级反 应特征，服从拟一级反应规律。该系统适用于一级反应网络法拟合其过程 

曲线求各速率常数。 

2)在几种求匠 的方法中，Dowd研究认为，双倒效法因图形点的分布集中在坐标左下 

方，且低底物浓度的点因取倒数后 误差较大，外推得的结果不太准确；}'Ianes法也因外推所 

得 结果偏差较大 Eadle-Hofstee法对偏离线性关系较敏燎，只要作出图是线性的，所得的结 

果就比较可靠。单纯形拟合法直接拟合实验数据和米氏方程，在无明显偏离线性的情况卞也 

比较可靠。 

3)由实验结果各表中可看出，用一级反应网络法拟合淀粉过程曲线和葡萄糖过程曲线 

的测定值得到的各相应速率常数基本一致；且把拟合得到的各速率常数值代入c ( )和f_ 

( )计算式所得的各过程曲线拟合值与实验测定值也基本吻合；由拟合葡萄糖过程曲线得到 

各速率常数值计算得到的 值与用Eadie—Hofstee作图法和单纯形拟合法处理米氏曲线得 

到的‰ 值也基本一致。由此得出结论：根据一级反应网络理论，采用单纯形加速法拟合单底 

物酶促拟一级反应的过程曲线求各速率常数的一级反应网络法是可行的，可靠的。尤其是该 

法避免了传统方法必须通过测初速率来确定米氏常数的繁琐实验操作以及快速反应技术测 
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' 

各速率常数对仪器高精度的要求，而仅用常规实验操作和计算机数值处理技术就可求得各 

速率常数和米氏常数。淀粉的酶促水解反应本身是一个复杂的，多中间产物 ，多步骤的反 

应·根据其具有单底物酶促反应特征和低底物浓度下服从拟一级反应规律的特点，采用此法 

得到较满意的结果。对于真正的基元一级反应，此法更是一种好方法。 
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Determination of the Michaelis Constant 
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ABSTRACT 1}1e kinetics of free glucoamylam (E C 3．2．L 3)was studied with soluble 

starch a8 substz'ate．The hydrdy s reaction of soluble starch has the chamc cs of nde．substrate 
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