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α-淀粉酶酶解小麦面粉动力学模型研究
钟昔阳，杨积东，汤玉清，张淑芬，徐玉红，姜绍通

(合肥工业大学生物与食品工程学院，安徽 合肥      230009)

摘  要：在研究底物质量浓度、酶用量、酶解 pH 值及酶解温度对α- 淀粉酶酶解小麦面粉反应速率影响的基础上，

采用 Lineweaver-Burk 作图法和 Wilkinson 统计法求解酶解过程的动力学常数 Km 和 Vm，并建立酶解动力学方程。结

果表明：在 pH 值为 6.0，温度为 60℃条件下，动力学常数 Km 为 2.940mg/mL，Vm 为 0.348mg/(mL·min)，米氏

方程为 v ＝————，且验证实验表明，方程的预测值与实测值基本吻合。在 30～60℃的条件下，酶解动力学方

程为 v ＝————————[E]总[S]。
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Abstract：The effects of substrate concentration, enzyme concentration, pH and temperature on the hydrolysis rate of wheat
flour by α-amylase were analyzed. Based on this, the Michealis constant (Km) and maximum rate (Vm) were deduced by
Lineweaver-Burk plotting and Wilkinson statistical method. Results showed that, under the optimal conditions of pH 6.0 and
temperature 60 ℃, the Km and Vm were.2.940 mg/mL and 0.348 mg/(mL·min), respectively. The Michaelis-Menten equation
was v ＝————.  The model-predicted values were consistent with the actually measured values from confirmation tests. At
temperatures ranging from 30 to 60 ℃, an enzymatic kinetic equation was obtained as v＝—————————[E]total[S].
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α- 淀粉酶是一类在食品工业中占有重要地位的淀粉

酶，主要用于酶解淀粉或糖元获取传统制糖、发酵类

食品加工所需的糖类化合物原料或实现对焙烤类食品的

品质改善[1-2]。近年来，为进一步拓宽α- 淀粉酶在食品

工业的应用领域，国内外学者提出了利用α- 淀粉酶酶

解谷物原料中的淀粉以帮助分离制备蛋白类产品的研究

新思路，对玉米蛋白、米渣蛋白和小麦麸皮蛋白的分

离制备工艺及酶解动力学开展了较为系统的研究[3-8]。

谷朊粉俗称小麦面筋蛋白、活性面筋粉，其蛋白

含量高、营养丰富，且资源丰富、经济性好，在食

品工业、饲料工业中得到广泛应用。目前，谷朊粉的

制备均是以小麦或面粉为原料，采用水洗或离心分离的

手段而得以实现的，这种加工过程水的消耗量非常大，

产生的废水多，且加工能耗高 [ 9 ]。针对这一现状，借

鉴当前利用α- 淀粉酶法分离制备谷物蛋白类产品的这一

研究新思路，以小麦面粉为对象，开展了添加α- 淀粉

酶酶解小麦面粉分离制备谷朊粉的新工艺研究，取得了

较好效果。在前期的研究中已获取了最佳工艺参数，为

了进一步深入理解该工艺特点及相关反应机理，本实验

拟对其酶解过程的动力学问题展开研究，以期为以后产

业化开发谷朊粉提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

特一级小麦面粉(淀粉含量 73.28%，蛋白含量 11.73%)
安徽省亳州市利辛县面粉厂；α- 淀粉酶(食品级 3700U/g)
枣庄市杰诺生物酶有限公司；酒石酸钾钠、氢氧化钠、

五水合硫酸铜、盐酸等(分析纯)    合肥工业大学化学试

剂厂；3,5- 二硝基水杨酸(分析纯)、葡萄糖(标准试剂)
国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

HH-2 数显恒温水浴锅    江苏省金坛市荣华仪器有限

公司；TDL-40B 高速离心分离机    上海安亭科学仪器
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厂；CM-2 均质机    上海尚贵流体有限公司；DZF-1B
真空干燥箱    江苏省通州市锐锋制药有限公司；PHS-3B
精密 pH 计    上海精密科学仪器有限公司；SP-721 型可

见分光光度计    上海光谱仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 小麦粉脱脂

取 60g 的小麦面粉，用 10 倍体积的无水乙醚加入

搅拌 30min 进行 2 次脱脂，脱脂后置于慢速滤纸上除去

乙醚，并用少量的水清洗滤纸后放在通风橱通风 5 ～

6h，再将其放置在 40℃干燥箱中烘干待用[10]。

1.3.2 酶解动力学研究

1.3.2.1 还原糖含量测定

准确称脱脂小麦面粉，按一定的固液比加水配制

成一定质量浓度(以面粉中的淀粉计)的面粉溶液，搅拌

并均质 10min，调节 pH 值到一定的值，再加一定量的

α- 淀粉酶，然后放在振荡器内振荡，在振荡 5min 时吸

取 10mL 酶解液，85℃灭酶 5min，于 5000r/min 离心

10min，取上清液用 DNS 法测定还原糖含量[11]。

1.3.2.2 葡萄糖标准曲线的制作

准确称取经干燥后的葡萄糖 0.1g，加适量蒸馏水溶

解，转入 100mL 容量瓶，加蒸馏水稀释定容，配制成

质量浓度 1.0mg/mL 的葡萄糖标准溶液。准确吸取葡萄糖

标准溶液 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5mL 于 25mL 的

容量瓶，分别向其中加入 0 . 5、0 . 4、0 . 3、0 . 2、0 . 1、
0mL 蒸馏水，再向每个容量瓶加入 1.5mL DNS 溶液，充

分混匀后于 100℃水浴中加热 5min，迅速冷却，加蒸馏

水稀释定容。选择 1cm 比色皿，于 540nm 波长处测定吸

光度[12]。得回归方程为 y ＝ 0.5617x ＋ 0.0061(R2 ＝ 0.9993，
x 为葡萄糖质量浓度；y 为吸光度)。

1.3.2.3 不同条件对酶解速率的影响

研究底物质量浓度、酶用量、酶解 pH 值及酶解温

度对α- 淀粉酶反应速率的影响，底物质量浓度 10mg/mL、
酶用量 6U/mL、温度 60℃及 pH6.0，在其他条件不变的

情况下，分别改变反应的 p H 值 ( 3 、4 、5 、6 、7 、

8)、温度( 30、40、50、60、70、80℃)、酶用量(2、
4、6、8、10U/mL)及底物质量浓度(2、5、10、15、
20、25mg/mL)，按上述方法进行酶解实验，测定酶解

5min 时的还原糖，根据测定的上清液中还原糖含量，按

式(1)计算反应速率 v。
                                   m
v/(mg/(mL·min))＝———                                           (1)
                                 V×t

式中：m 为上清液中还原糖质量 /mg；V 为反应体

积 /mL；t 为反应时间 /min。
每组实验重复 3 次，采用 Excel 软件分析处理数据。

1.3.2.4 酶解动力学模型的建立

Michaelis-Menten 假定了酶与底物的酶促反应按下

面两步进行 [ 1 1 ]：

E＋S       ES       E＋P                                                 (2)
式中：K 1 为 ES 生成的反应速率常数；K 2 和 K 3 分

别代表 ES 分解为 E ＋ P 和 E ＋ S 的反应速率常数；K4 为

E ＋ P 生成 ES 的反应速率常数。

酶(E)与底物(S)首先结合成中间产物(ES)，中间产物

分解成产物( P )后，酶重新游离出来，在反应初期，没

有产物(P)或产物浓度[ P ]极低，不足以引起可逆反应，

故 K 4 可以忽略不计，第二步反应是单向的，即可推出

反应的动力学方程为：

            K2[E]总[S]
v ＝————————                                                  (3)
       (K2 ＋ K3)/K1 ＋[S]

式中：[S]为底物质量浓度 /(mg/mL)；[E]总 /(U/mL)＝
[E]＋[ES]；[ES]为中间产物 /(U/mL)。

令 Km ＝(K2 ＋ K3)/K1，Vm ＝ K2[E]总，则方程(2)可
简化为：

             Vm[S]
v ＝—————                                                              (4)
          Km＋[S]

方程(3)即为米氏方程，其中Km 为米氏常数 /(mg/mL)；
Vm 为最大反应速率 /((mg/mL·min))。

将米氏方程进行线性化，即可得到如下方程：

   1            1           Km

—— ＝——＋ ———                                                   (5)
  v           Vm            Vm[S]

2 结果与分析

2.1 pH 值对酶解速率的影响

由图 1 可知，pH 值为 6 .0 左右时，反应速率达到

最大，表明此时是酶的最适 pH 值，在 pH 值为 5.5～7.5
时，反应速率较大，低于或超过了这个范围，反应速

率降低，即酶活性降低。刘洋等 [ 1 3 ]研究表明，α- 淀

图 1 pH 值与酶解反应速率的关系

Fig.1   Effect of pH on hydrolysis rate of α -amylase
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粉酶最适反应 pH 值为 6.0，在 pH6.0～8.0 有较高的活力，

结果与其基本一致。pH 值可影响酶分子，特别是活性

中心上必需基团的解离程度和催化基团中质子供体或质

子受体所需的离子化状态，也可影响底物与酶的解离程

度，从而影响酶与底物的结合[14]，因此在 pH 值为 6 .0
时，α- 淀粉酶与小麦面粉中淀粉结合的最好，p H 值

低于或超过了这个较适范围，此时酶的活性中心构象发

生了改变，甚至整个酶分子结构发生了改变[15]，使酶的

活性降低，故结合实验和α- 淀粉酶的酶学特性，酶解

的最佳 pH 值为 6.0。
2.2 温度对酶解速率的影响

由图 2 可知，在 30～60℃之间随温度的升高，反

应速率逐渐增大，在 6 0℃时酶表现出的活性最强，反

应速率达到最大，超过 60℃以后，反应速率迅速下降。

原因可能是温度对酶促反应速率的影响主要表现在两个

方面，其一是当温度升高时，与一般化学反应一样，

反应物能量增加，单位时间内有效碰撞次数也增加，促

使反应速率加快；其二是由于酶的本质是蛋白质，随着

温度的升高，酶蛋白会因逐渐变性而失活，从而导致

酶促反应反应速度下降[16]，所以结合实验和酶学特性，

酶解的最适温度为 6 0℃。

2.3 酶用量对酶解速率的影响

用量，反应速率的增大会变得缓慢，甚至出现下降的

趋势 [ 1 6 ]。由于本实验是酶解反应初期，底物充足且较

大，故酶用量与酶解速率呈现直线型的变化规律。

2.4 底物质量浓度对酶解速率的影响

由图 4 可知，随着底物质量浓度的增加，反应速

率先增大后趋于平缓。当底物质量浓度较低时，反应

速率增加的较快，呈一级反应；当底物质量浓度很大

时，反应速率几乎没有增加，呈零级反应，这是由于

酶全部被底物利用，反应速率与底物质量浓度无关。图

中[S]与 v 呈典型的双曲线关系，符合经典的表征酶促反

应特征的米氏方程所绘制的曲线形状，表明α- 淀粉酶

酶解小麦面粉的动力学遵循米氏方程的规律，故可以用

米氏方程实验数据进行拟合。

2.5 酶解动力学研究

2.5.1 最佳条件下动力学方程的建立

2.5.1.1 Lineweaver-Burk 双倒数法作图法求解方程参数

将图 4 数据按照 1/v 对 1/[S]作图，得到 Lineweaver-
Burk，结果如图 5 所示。其中 1/[S]为横坐标(x)，1/v 为

纵坐标( y )，用最小二乘法线性拟合，可以得到米氏常

数 Km/(mg/mL)和最大反应速率 Vm/(mg/(mL·min))。

图 2 温度与酶解反应速率的关系

Fig.2   Effect of temperature on hydrolysis rate of α-amylase
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图 3  酶用量与酶解反应速率的关系

Fig.3   Effect of amylase concentration on hydrolysis rate
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图 4 底物质量浓度与酶解反应速率的关系

Fig.4   Effect of substrate concentration on hydrolysis rate of α-amylase
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由图 3 可知，在酶解反应的初期，当酶用量增大

时，反应速率也随之增大，两者呈直线关系。理论分

析可知在底物充足而酶用量处在较低水平时，随着酶用

量增大，反应速率也随之增大；当底物不充足时增大酶

图 5 Lineweaver-Burk 双倒数法作图

Fig.5   Lineweaver-Burk plot
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y ＝ 13.976x ＋ 2.5653
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通过图 5 各对应点，用最小二乘法线性拟合，得

到米氏常数 K m ＝ 5.448mg/mL 和最大反应速率 Vm ＝

0.390mg/(mL·min)。即可得到α- 淀粉酶酶解小麦面粉

的动力学米氏方程为：
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[S]/(g/100mL) v/(mg/(mL·min)) x＝ v2 y＝v2/[S] vx x2 vy xy y2

0.2 0.105 ± 0.0035 0.011 ± 0.0007 0.055 ± 0.0037 0.001 ± 0.0001 0.000 ± 0.0000 0.006 ± 0.0006 0.000 ± 0.0000 0.003 ± 0.0004
0.5 0.180 ± 0.0040 0.032 ± 0.0014 0.064 ± 0.0029 0.006 ± 0.0003 0.001 ± 0.0000 0.012 ± 0.0007 0.002 ± 0.0002 0.004 ± 0.0004
1.0 0.270 ± 0.0050 0.073 ± 0.0027 0.073 ± 0.0027 0.020 ± 0.0011 0.005 ± 0.0004 0.020 ± 0.0011 0.005 ± 0.0004 0.005 ± 0.0004
1.5 0.292 ± 0.0057 0.085 ± 0.0033 0.057 ± 0.0022 0.025 ± 0.0015 0.007 ± 0.0006 0.017 ± 0.0010 0.005 ± 0.0004 0.003 ± 0.0002
2.0 0.302 ± 0.0045 0.091 ± 0.0027 0.046 ± 0.0014 0.027 ± 0.0012 0.008 ± 0.0005 0.014 ± 0.0006 0.004 ± 0.0002 0.008 ± 0.0001
2.5 0.308 ± 0.0051 0.095 ± 0.0029 0.038 ± 0.0025 0.029 ± 0.0013 0.009 ± 0.0004 0.012 ± 0.0007 0.004 ± 0.0004 0.009 ± 0.0004
∑ 0.108 0.031 0.079 0.021 0.033
代号 α β γ δ ε

表 1 Wilkinson 统计法求估算解

Table 1   Calculation of provisional values by Wilkinson method

[S]/(g/100mL) [S]＋Km0 Vm0[S] f f ＇ f 2 f ＇2 ff ＇ vf vf＇
0.2 0.316 0.062 0.196 0.619 0.038 0.383 0.121 0.021 0.065
0.5 0.616 0.154 0.251 0.407 0.063 0.166 0.102 0.045 0.073
1.0 1.116 0.309 0.277 0.248 0.077 0.062 0.069 0.075 0.067
1.5 1.616 0.463 0.287 0.177 0.082 0.031 0.051 0.084 0.052
2.0 2.116 0.618 0.292 0.138 0.085 0.019 0.040 0.088 0.042
2.5 2.616 0.772 0.295 0.113 0.087 0.013 0.033 0.091 0.035
∑ 0.432 0.674 0.416 0.403 0.334
代号 α＇ β＇ γ＇ δ＇ ε＇

表 2 Wilkinson 统计法求精校解

Table 2   Fine adjustment of values by Wilkinson method

求解方法 Km/(mg/mL) Vm/(mg/(mL·min))
Lineweaver-Buck法 5.448 0.390
Wilkinson 统计法 2.940 0.348

表 3 Lineweaver 与 Wilkinson 求解结果比较

Table 3   Comparisons of Vm and Km values obtained by Lineweaver
and Wilkinson methods

            0.390[S]
v ＝——————

         5.448＋[S]

方程的相关系数 R 2 ＝ 0.9958，方程极显著。

2.5.1.2 Wilkinson 统计法求解方程参数

目前，Wilkinson 统计法被认为是研究酶解动力学

的一种最可靠的方法，它分为两个过程：最小二乘法求

估算解，计算过程列于表 1；泰勒展开式求精校解，计

算过程列于表 2。
由表 1 可知，Δ＝αε－γδ＝ 0 .00195；
     

βε－δ2

Vm0 ＝—————＝ 0.309mg/(mL·min)；
         

Δ

    βγ－αδ
Km0 ＝—————＝ 0.116g/100mL。
        Δ

式中：Δ为αε－γδ，V m 0、K m 0 分别为最大反应

速率和米氏常数的估算解。

                       Vm0[S]                    －Vm0[S]
其中， f ＝————， f ＇＝——————。

                     Km0 ＋[S]                (Km0 ＋[S] )2

由表 2 可得到，Δ＇＝α＇β＇－γ＇2 ＝ 0.1181；

β＇δ＇－γ＇ε＇               α＇ε＇－γ＇δ＇
b1 ＝———————＝ 1.126；b2 ＝———————＝ 0.201。

   
 Δ＇                                                Δ＇

最后可得到精校解为：V m ＝  V m0b 1 ＝ 0 . 3 4 8 mg /
(mL·min)；Km ＝ Km0 ＋ b2/b1 ＝ 2.940mg/mL。

由表 3 比较可知，两种方法计算得到的米氏常数和

最大反应速率是有一定的区别的。钟穗生[17]、张国权[18]

等研究表明，对于 Lineweaver-Buck 作图法而言，方便

快速，计算量较小，它一般适用于底物质量浓度([S])在
0.33Km～2.0Km 之间；而 Wilkinson 统计法计算结果较为

可靠，但是计算过程较为复杂。所以本实验又对实验

数据进行了 Wilkinson 统计法校正，求得精校解 Vm 为

0.348mg/(mL·min)，Km 为 2.940mg/mL。即可得到

α- 淀粉酶酶解小麦面粉的动力学米氏方程为：

            0.348[S]
v ＝——————

         2.940＋[S]

2.5.2 酶解动力学方程的验证实验

取不同质量浓度的面粉溶液，在酶用量 6 U / m L、

pH6.0 及温度 60℃条件下进行验证实验，将两种方法得

到的动力学方程的理论值与实际测定值相比较，验证方

程的可靠性及准确性。

2.5.1.3 Lineweaver-Buck 法和 Wilkinson 统计法的比较
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由图 6 可知，[ S ] 在 0 ～1 0 m g / m L 之间时，采用

Lineweaver-Buck 法预测得到的 v 与实际值更接近，当[S]≥
10mg/mL 后，采用 Wilkinson 统计法预测得到的 v 比较

准确，这与钟穗生[17]、张国权[18]等研究表明的相似，本

实验中的底物质量浓度为 10mg/mL，故采用 Wilkinson
统计法较为准确可靠，米氏方程拟合出α- 淀粉酶酶解小

麦面粉的动力学方程有效，且在最佳 pH6.0 及温度 60℃
条件下，Km 为 2.940mg/mL，Vm 为 0.348mg/(mL·min)。

2.5.3 一般条件下动力学方程的建立

由上述实验表明，在最佳 pH 值和温度条件下，α- 淀
粉酶酶解小麦面粉的动力学方程遵循米氏方程规律，所

以在米氏方程的基础上，可以拟合出一般条件下的动力

学方程。

温度在 30～60℃之间，反应速率随温度升高而增

大，超过 60℃，反应速率开始降低；当温度在 30～60℃
之间，lnv 对 1/T(× 103)作图呈直线关系，表明温度引

起的参数的变化确实服从阿累尼乌斯(Arrhenius)方程[19]：

                   Ea

lnK2 ＝－——＋ lnA
                  RT

式中：R 为气体常数 /(J/(mol·K))；E a 为活化能 /
(kJ/mol)；A 为指前因子 /(mg/(mL·min))。

对图 2数据进行线性回归，可以求得Ea ＝ 3.7554kJ/mol，
A ＝ 0.2100mg/(mL·min)。统计检验的相关系数为 0.983，
表明用 Arrhenius 方程对本研究数据的拟合是显著的。

平衡常数 K s 与温度 T 的关系服从范特柯夫(Van , t
Hoff)方程：

       
ΔH

lnKs ＝－——＋ lnB
                  RT

式中：Ks 为平衡常数；ΔH 为焓变 /(kJ/mol)；B 为

频率因子；R 为气体常数 / ( J / (mol·K))。
在酶促反应中 K 2 ＞＞ K 3，K s ≈ K m。以不同温度

梯度下测得的米氏常数 Km 回归，求得焓变ΔH 为 2.343
kJ/mol，B 为 6.887。统计检验的相关系数为 0.971，表

明拟合有效。运用方程(2)拟合出一般条件下，α- 淀粉

酶酶解小麦面粉的动力学方程：

          K2[E]总[S]            Aexp(－Ea/RT)
v ＝—————＝——————————[E]总[S]
         Km＋[S]           Bexp(－ΔH/RT)＋[S]

             0.2100exp(－3755.4/RT)
   ＝—————————————[E]总[S]
           6.887exp(－2343/RT)＋[S]

该动力学方程在 30～60℃的温度范围内适用。

3 结  论

3.1 α- 淀粉酶酶解小麦面粉的动力学过程遵循米氏方

程的规律，可以用米氏方程实验数据进行拟合。

3.2 在最佳 p H 值为 6 . 0，温度为 6 0℃条件下，采用

Lineweaver-Buck 法和 Wilkinson 统计法可以求解出α- 淀
粉酶酶解小麦面粉的 Km 和 Vm，且 Wilkinson 统计法较

Lineweaver-Buck 法更为可靠，得出 Km 为 2.940mg/mL，
Vm 为 0.348mg/(mL·min)，米氏方程为 v ＝————；

验证实验表明，方程的预测值与实测值基本吻合。

3.3 在 30～60℃的条件下，α- 淀粉酶酶解小麦面粉的

动力学方程为 v ＝————————[E]总[S]。
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0.348[S]
2.940 ＋[S]

0.2100exp(－ 3755.4/RT)
6.887exp(－ 2343/RT)＋[S]

图 6 酶解动力学方程的验证

Fig.6   Validation of the developed hydrolysis kinetic model
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