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本文件按照GB/T 1.1－2020《标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。 
本文件修改采用ISO 15914:2004《动物饲料 总淀粉含量的酶催化测定》。 
本文件与ISO 15914:2004相比，在结构上有较多调整。本文件与ISO 15914:2004章条编号变化对照

一览表见附录A。 
本文件与ISO 15914:2004相比，主要技术变化如下： 
a) 修改了适用范围（见第1章）； 
b) 增加了酶的种类（见第5章）； 
c) 根据我国分析纯乙醇试剂实际情况，40%乙醇溶液配制使用的96%乙醇更改为95%乙醇，使用量

由417 mL更改为421 mL（见5.1）； 
d) 删去部分仪器（见第6章）； 
e) 更改了样品制备方法（见第7章）； 
f) 将试验步骤中8.1、8.2、8.3合并成8.1（见8.1）； 
g) 水解中100℃水浴增加了振荡速度150 r/min，将试验步骤中8.4.1、8.4.2及8.4.3简化并合成为8.2.1

和8.2.2（见8.2）； 
h) 淀粉测定结果由“以克每千克（g/kg）计”更改为“以百分含量（%）计”（见9.2）； 
i) 增加了精密度的表述和要求（见10.4）。 
本文件做了下列编辑性改动： 
a) 标准名称更改为“饲料中淀粉总含量的测定  酶法”； 
b) 用“本文件”代替ISO标准文件提及自身时的表述； 
c) 用小数点“.”代替作为小数点的逗号“,”； 
d) 删除了国际标准的前言； 
e) 增加了本文件的前言； 
f) 规范性引用文件引用了GB/T 6682-2008（ISO 3696:1987，MOD）和GB/T 20195-2006 （ISO 

6498:1998，IDT）； 
g) 增加了附录A； 
h) 增加了附录B。 
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 
本文件由全国饲料工业标准化技术委员会（SAC/TC 76）归口。 
本文件起草单位：广州汇标检测技术中心、广东省农科院农业质量标准与监测技术研究所、广东农

科监测科技有限公司。 

本文件主要起草人：×××、×××、×××、×××。 

本文件为首次发布。
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本文件描述了饲料中淀粉总含量的酶法测定方法。 
本文件适用于配合饲料、浓缩饲料、精料补充料和饲料原料中淀粉总含量。 
本文件同时适用于纯淀粉的含量测定。 
本文件不适用于含有在340 nm波长时影响吸光度的成分的试样。 
本文件定量限为4 %。 

2  4256789 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。 
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法（GB/T 6682－2008，ISO 3696:1987，MOD） 
GB/T 20195－2006 动物饲料 试样的制备（ISO 6498:1998，IDT） 

3  :;<=> 

下列术语和定义适用于本文件。 

?'($

@A$BCDEFG$

由 1,4-α-D-葡萄糖单位组成的无分支长直链（直链淀粉）和/或在 α-1,6 位形成支链的 α-1,4-糖苷键
连接的葡萄糖单位（支链淀粉）组成的天然植物性多聚物。 

?')$

@AHI BCDEFG$FJKCLKC 
根据本文件测定的不溶于 40%乙醇的淀粉及其高分子降解产物的质量分数。 
注：淀粉含量以%表示。 

4  MN 

先将试样中的可溶性糖用 40 %乙醇除去，再用 90%二甲基亚砜溶液 100 ℃处理，并用浓盐酸 60 ℃
溶解和部分分解试样中的淀粉，再用淀粉葡萄糖苷酶进一步酶解为葡萄糖，葡萄糖量经己糖激酶法测定

后，换算成淀粉含量[1,2]。 

5  OPQRS 

除非另有规定，仅使用分析纯试剂。 
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1） Roche Diagnostics, No.1 202 367 和 Sigma，No.10115 是其中两种适用于本方法的市售产品。本文本所述试剂、试剂

盒信息是为给方法使用者提供方便，在使用方法时不做限定。 
2） R-Biopharm，No. 716251 是其中一种适用于本方法的市售产品。本文本所述试剂、试剂盒信息是为给方法使用者提

供方便，在使用方法时不做限定。 

2 

5.1  水：GB/T 6682，三级。 
5.2  40%乙醇溶液：量取95 %乙醇（C2H5OH）421 mL，加水稀释至1 000 mL，混匀。 
5.3  盐酸（HCl）（12 mol/L）。 
5.4 氢氧化钠溶液（4 mol/L）：称取氢氧化钠（NaOH）40 g，溶于约50 mL水中，冷却后，定量转移

至250 mL容量瓶中，用水稀释并定容至250 mL，混匀。 
5.5 乙酸溶液（2 mol/L）：量取59 mL冰乙酸（CH3COOH），用水稀释并定容至500 mL，混匀。 
5.6 乙酸钠溶液（2 mol/L）：称取无水乙酸钠（CH3COONa）82.0 g，加水溶解并定容至500 mL，混
匀。 
5.7 乙酸钠缓冲液（2 mol/L，pH4.8）：取乙酸溶液（5.5）41 mL，与乙酸钠溶液（5.6）59 mL混合，

用乙酸或乙酸钠溶液调节pH至4.8，现配现用。 
5.8 90%二甲基亚砜（C2H6OS，DMSO）水溶液：二甲基亚砜+水=9：1。 
5.9 澄清溶液，根据Carrez配制如下： 
5.9.1  亚铁氰化钾溶液（0.25 mol/L）：称取亚铁氰化钾三水合物[K4Fe（CN） 6·3H2O] 106 g，加水溶

解并定容至1 000 mL，混匀。 
5.9.2  乙酸锌溶液（1 mol/L，溶于0.5 mol/L乙酸）：取219.5 g乙酸锌 [Zn（CH3CO2 ） 2·2H2O]和30 g
冰乙酸溶于水，用水稀释并定容至1 000 mL，混匀。 
5.10  碘-碘化钾溶液：称取碘（I2）12.7 g和碘化钾（KI）24.0 g，用水溶解并稀释至1 000 mL，棕色瓶
保存。临用前稀释10倍使用。 
5.11  葡萄糖标准溶液： 
5.11.1  葡萄糖标准溶液Ⅰ：对于淀粉含量大于20%的试样，制备三个葡萄糖标准溶液（c=0.019 4 mol/L）。
分别称取350 mg无水葡萄糖（C6H12O6）（精确至1 mg）于100 mL的容量瓶中，用水稀释至刻度，现配

现用。 
5.11.2  葡萄糖标准溶液Ⅱ：对于淀粉含量在4%至20%的试样，制备三个葡萄糖标准溶液（c=0.003 9 
mol/L）。分别称取350 mg无水葡萄糖（C6H12O6）（精确至1 mg）于500 mL容量瓶中，用水稀释至刻

度，现配现用。 
5.12 淀粉葡萄糖苷酶溶液（160 U/mL AMG） 

称取淀粉葡萄糖苷酶[AMG，EC 3.2.1.3（Roche Diagnostics，No.1 202 367，6 U/mg，称取267 mg；
或Sigma，No.10115，根据测定的酶活调整酶的称取量）1）] ，溶于9 mL水与1mL乙酸钠缓冲液（5.7）
混合液中。酶应根据供应商的建议妥善贮存和使用。 

酶活按照附录B进行测定，并根据酶活调整酶的称取量。 
!"#不同供应商供应的酶酶活定义不同。本标准中AMG的活性单位定义如下：在25℃，pH4.75条件下，1 min从糖

原中释放1µmol葡萄糖的AMG的量即为1单位AMG。 
!$#10 mL酶溶液足可以测定75个试样。 

5.13  D-葡萄糖紫外测试试剂盒，使用己糖激酶法定量测定葡萄糖（R-Biopharm，No. 7162512）），使

用方法按5.13.1和5.13.2 所述。根据厂商提供信息，未开封的试剂盒在4℃可保存一年。 
5.13.1  缓冲液/底物溶液（试剂1） 

用新制蒸馏水45 mL溶解瓶1内容物，此为试剂1。试剂1在暗处、4 ℃条件下可保存4周，使用前取

适量回温至室温。 
5.13.2  酶溶液（试剂2） 
该试剂可直接使用。 
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5.13.3  显色剂 
取试剂1（5.13.1）22.5 mL，水95 mL和试剂2（5.13.2）0.45 mL，混合。该体积可满足40个测定，

若测定数多于或少于40个，可以按比例调整配制体积。现配现用。 

6  TUVW 

6.1  分析天平：精度0.1 mg。 
6.2 离心机：最大转速不低于6000 r/min。 
6.3  恒温水浴锅：可调精度±2℃。 
6.4  恒温水浴锅：可调精度±1℃。 
6.5 pH计：精度±0.01。 
6.6  可调移液器：100 μL，1 000 μL，5 mL。  
6.7 紫外可见分光光度计：带1 cm石英比色皿。  
6.8 振荡器：转速大于50 r/min。 
6.9 比色管：100 mL，可用于复合玻璃电极测量pH，宽颈，配备磨砂玻璃接头。 
6.10 旋涡混合器。 
6.11 恒温振荡器：可调精度±2℃，每分钟振动150 - 200次，振幅2 cm，而且能使试管在水浴中固定

并平放。 
6.12 离心管：塑料或玻璃离心管，带盖，可密封，大于20 mL。 
6.13 玻璃珠：直径3 mm。 

7  XY 

按 GB/T 20195 制备试样，至少 200 g，粉碎使其全部通过 0.425 mm孔径的分析筛，充分混匀，装

入容器中，密闭保存，备用。 

8  OZ[\ 

]'($$^_`a 

平行做两份试验。称取试样约0.2 g，精确到0.1 mg。分别放入两支离心管（6.12）中，加入10 mL
乙醇溶液（5.2），水平放置在振荡器上，以100 r/min振荡10 min后，用1300 r/min离心10 min，弃去上

清液，残渣重复提取一次，弃去上清液，残渣按8.2继续操作。同时用空白离心管做空白对照。 

]')$$@Abc<deec$

]')'($$ef$

向试样（8.1）中加入15颗玻璃珠（6.13），边涡旋边向试样中加入10.0 mL DMSO水溶液（5.8），

继续涡旋混合直至悬浮液均匀无结块，旋紧管盖。 
!#在添加二甲基亚砜的过程中，确保样品均质化，防止形成微凝胶和结块。微凝胶和结块会导致结果偏低。 

]')')$$gc$
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将离心管水平放置在恒温振荡器中，100℃水浴150 r/min振荡30 min，冷却后，加入1.7 mL盐酸（5.3），
混匀。盖好管盖，置（60±1）℃水浴振荡水解 30 min。 
]')'?$$hijk$ 
冷却后定量转移到100 mL比色管，加入氢氧化钠溶液（5.4）5.0 mL和乙酸钠缓冲液（5.7）2.5 mL，

混匀，用pH计准确测定溶液的pH后，用稀盐酸溶液或氢氧化钠溶液（5.4）调节pH至4.8±0.1，用水冲

洗pH电极，洗液并入比色管中，用水稀释至刻度。 

]'?$$l@Amcnop^$

将比色管中的试样溶液（8.2.3）充分摇匀后，迅速用移液管取5.00 mL，置于干净离心管中，加入

0.125 mL AMG酶溶液（5.12），旋紧管盖，混匀，在（60±1）℃水浴保温16 h以上。沸水浴15 min灭
活AMG酶，取出冷却至室温，加入亚铁氰化钾溶液（5.9.1）0.125 mL涡旋1 min，再加入乙酸锌溶液（5.9.2）
0.125 mL涡旋1 min。离心管中溶液的量为5.375 mL，6000 r/min离心10 min，取上清液备用。 
向离心管剩余残渣中加入少量水，煮沸10 min，冷却，加碘溶液（5.10）0.2 mL，若出现蓝色，说

明淀粉酶解不完全，应重新检测该试样。 

]',$$7mqr=op^_HI$

8.4.1  淀粉含量在20 %以上试样 
分别取0.5 mL试样溶液（8.3）、试样空白（8.1）、三个葡萄糖标准溶液Ⅰ（5.11.1）和水空白溶液

（5.1）加水（5.1）9.5 mL稀释至10 mL，混匀。 
8.4.2  淀粉含量在4 %~20 %试样 

分别取0.5 mL试样溶液（8.3）、试样空白（8.1）、三个葡萄糖标准溶液Ⅱ（5.11.2）和水空白（5.1）
加水（5.1）1.5 mL稀释至2 mL，混匀。 

如果预期试样淀粉含量较低（< 20 %），酶解淀粉时，可用其他的稀释比例，以提高测定的灵敏度。

此时需用相同比例稀释试样空白及葡萄糖标准溶液，以使测定结果更加准确。 
8.4.3 用移液器准确吸取0.4 mL稀释溶液置于干净离心管中，加入2.62 mL显色剂（5.13.3），混合均匀。

测量溶液在340 nm处对水的吸光度。 

9  OZstuN 

v'($$wxyz{$

使用以下公式计算每个葡萄糖标准溶液的校正吸光度值： 
E1gs = （E0gs−E0wb）      （1） 

公式中： 
E1gs————为葡萄糖标准溶液的校正吸光度数值； 
E0gs————为葡萄糖标准溶液的吸光度数值； 
E0wb————水空白溶液的吸光度平均值的数值。 
水空白的平均校正吸光度值等于零 
使用线性回归分析，根据校正后的吸光度值与标准葡萄糖溶液的葡萄糖含量（以 g/L为单位）计算

校正吸光度值的校准图。见附录C。 
使用以下公式计算每个试样溶液的校正吸光度值： 

E1s =（E0s- E0sb）     （2） 
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式中： 
E1s————试样溶液的校正吸光度的数值； 
E0s————试样溶液的吸光度 ； 
E0sb————试样空白吸光度平均值的数值。 

v')$$@AHI$

试样的淀粉含量由下式计算： 

𝑤! =
"!×

"##
$"
×$%×%.'

(%%%×)#
× 100     （3） 

式中： 
ws ——试样中淀粉的含量，单位为百分数（%）； 

    ρg ——根据标准曲线算出的试样溶液的葡萄糖含量，单位为克每升（g/L）； 
    V1 ——8.3中所用的淀粉溶液体积（= 5.00），单位为毫升（mL）； 
    V2 ——用酶将淀粉转化维葡萄糖时的溶液总体积（= 5.375），单位为毫升（mL）； 

m0 ——试样质量，单位为克（g）。 
测定结果以平行测定的算术平均值表示，结果保留至小数点后一位。 

用上述公式计算淀粉含量时必须考虑试样在8.3和葡萄糖标准溶液在5.11中的稀释倍数。 

10  |}~ 

(*'($$�Z����OZ$

本方法实验室间测定精密度的详细情况参见附录D。该实验室间比对测定的结果，可能不适用于超

出给定的浓度范围和不同基质的试样。 

(*')$$��5$

在同一实验室，由同一操作者使用相同设备，按相同的测定方法，在短时间内，对同一被测试样，

相互独立进行测定获得两个测定结果之间的绝对偏差，超过以下给出的重复性限r值的情况不大于5%。 
—豌豆、奶牛复合饲料和木薯重复性限：1.4 %； 
—小猪饲料重复性限：1.7 %； 
—蛋鸡饲料：4.8%（见附录D）。 

(*'?$$��5$

在不同实验室，由不同的操作者使用不同的设备，按相同的测定方法，对同一被测试样，相互独立

进行测定获得两个测定结果之间的绝对偏差，超过以下给出的重复性限R值的情况不大于5%。 
—小猪料：2.5 %； 
—木薯：3.4%； 
—奶牛复合饲料：3.6%； 
—蛋鸡饲料：4.8%； 
—豌豆：5.0 %（见附录 D）。 

(*',$$������$
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在重复性条件下，两次独立测定结果之间的绝对差值与该算术平均值的比值应符合下列要求。 
—豌豆：≤3%； 
—小猪饲料：≤4%； 
—牛饲料：：≤6%； 
—脱水木薯：≤2%； 
—蛋鸡料：≤12%。 

(($$�Z��$

检验报告应包括： 
——识别样品所需的全部信息； 
——如果知道，应说明所用的采样方法； 
——所使用的测定方法，参考的国际标准； 
——对本标准未指明的或可共选择的所有操作细节，以及可能影响实验结果的任何偶发事件的细节

加以说明； 
——所得到的测定结果，如果进行了重复性检验，则给出所获得的两个试验结果。 

	 $
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本文件与 ISO15914:2004 相比在结构上有所调整，章条编号差异对照情况见表 A.1。 

 �'(�89�!#�(&v(,�)**,_¡¢£¤���� $

本文件章条编号 ISO15914:2004 章条编号 

— 6.9 
— 6.10 
— 6.11 
6.9 6.12 
6.10 6.13 
6.11 6.14 
6.12 6.15 
6.13 6.16 

 
8.1 

 

8.1 
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以糖原作为底物，加酶后 25℃水浴 5 min，终止反应，测定葡萄糖含量。 

+')$$OPQRS$

B.2.1  乙酸溶液（2 mol/L）：量取 59 mL冰乙酸（CH3COOH），用水稀释并定容至 500 mL，混匀。 
B.2.2  乙酸钠溶液（2 mol/L）：称取无水乙酸钠（CH3COONa）82 g，加水溶解并定容至 500 mL，混
匀。 
B.2.3  乙酸钠缓冲液（2 mol/L，pH4.8）：取乙酸溶液（D1.3.1）41 mL，与乙酸钠溶液（D1.3.2）59 mL
混合，现配现用。 
B.2.4  乙酸钠缓冲液（0.2 mol/L）：2 mol/L pH4.75 乙酸钠缓冲液与水以 1:9 的比例混合，用乙酸或乙

酸钠溶液调节 pH至 4.75，现配现用。 
B.2.5  糖原溶液：牡蛎中提取的糖原 80 mg 溶于 10 mL 水中。 
B.2.6  0.3 mol/L Tris（羟甲基）氨基甲烷溶液；取 Tris（羟甲基）氨基甲烷（C4H11NO3，分子量：121.1）
363 mg 溶于 10 mL 水中。 

+'?$$TUVW$

B.3.1  分析天平：精度0.1 mg。 
B.3.2 离心机：最大转速不低于6000 r/min。 
B.3.3  具塞试管。 
B.3.4  恒温水浴锅：可调精度±1℃。 
B.3.5 pH计：精确至0.01。 
B.3.6  可调移液器：100 μL，1 000 μL，5 mL。  
B.3.7 紫外可见分光光度计：带1 cm石英比色皿。  
B.3.8 旋涡混合器。 
B.3.9  秒表或定时器。 

+',$$OZ[\$

B.4.1  样品：量取 0.2 mol/L 乙酸钠缓冲液（B.2.4）0.54 mL 和糖原溶液（B.2.5）0.25 mL，置具塞试管

中，混合，置于 25℃水浴中预热 5 min，加试样 0.01mL，混合，25℃中精确计时反应 5 min，迅速，准

确地加入 0.3 mol/L Tris（羟甲基）氨基甲烷溶液（B.2.6） 0.2 mL，于 100℃水浴 5min，停止反应。测

定葡萄糖含量 M1。 
B.4.2  空白：量取 0.2 mol/L 乙酸缓冲液（B.2.4）0.54 mL 和糖原溶液（B.2.5）0.25 mL ，置具塞试管

中，混合，置于 25℃水浴中预热 5 min，随后加入 0.3 mol/L Tris（羟甲基）氨基甲烷溶液（B.2.6） 0.2 
mL，混合，加试样 0.01 mL，于 100℃水浴 5 min，停止反应。测定葡萄糖含量 M0。 
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试样中淀粉葡萄糖苷酶酶活以 X 表示，按式（B.1）计算： 

X = （!!"!"）×$
%&'×(×'.0%×m

     （B.1） 

M1——试样中葡萄糖的含量，单位为微克（μg）； 
M0——空白中葡萄糖的含量，单位为微克（μg）； 
180——葡萄糖的摩尔质量，单位为克每摩尔（g/mol）； 
5——反应时间，单位为分钟（min）； 
0.01——反应的酶液的体系，单位为毫升（mL）； 
N——酶的稀释倍数； 
m——试样的质量或体积，单位为毫克（mg）或毫升（mL）。 
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C.1 从统计学角度看，基于一个空白和一个标准溶液，每个测定做三个重复以线性回归方法计算得到的

校准曲线，比用一个空白、5个不同浓度的标准溶液，每个测定做一次得到的校准曲线的可靠性要好。 
C.2 本方法假设试样基质对试样的吸收无影响，但每次做新基质的试样时都需要按下述方法证明这一点。 
按5.13.3 但无酶制备比色溶液，取0.4 mL稀释过的试样溶液（按8.4.3）, 同时准备一个试样空白于玻璃

试管中，加2.6 mL的无酶比色剂，30~60 min后于340 nm处，测定其吸光度，试样溶液与试样空白溶液

吸光度之差不应超过0.002，如差异大于此值，则本方法不能用于该试样。本文件研究的试样基质，包

括淀粉、动物饲料、谷物（玉米、小麦、印第安粟）、冷冻干燥的马铃薯，均可满足此要求。 

$
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实验室间试验是在1998年根据ISO 5725-2进行的，有12个实验室参加试验，研究的试样包括脱水木

薯、蛋鸡料、小猪料、豌豆和奶牛复合饲料。给出的精密度实验结果见表D.1. 

´'($$�Z����OZ_¶¨�µ$

 样      品 

1 2 3 4 5 

剔除界外值后保留的实验室数 9 10 9 8 10 

可接受的结果数 18 20 18 16 20 

淀粉含量平均值，% 45.6 44.7 23.3 70.4 39.4 

重复性标准偏差（sr），% 0.5 0.6 0.5 0.5 1.7 

重复性变异系数， % 1.1 1.3 2.1 0.7 4.3 

重复性限（r）[ 2.8 x sr] 1.4 1.7 1.4 1.4 4.8 

再现性标准偏差（sR），% 1.8 0.9 1.3 1.2 1.7 

再现性变异系数， % 3.9 2.0 5.6 1.7 4.3 

再现性限（r）[ 2.8 x sR] 5.0 2.5 3.6 3.4 4.8 

1：豌豆 

2：小猪料 

3：牛饲料 

4：脱水木薯 

5：蛋鸡料 

$

$
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