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碘比色法测定高粱中直链淀粉和支链淀粉的
方法探讨

唐　云，闫海彦*，赵亚雄，郇　丹，宗文文，宋菲红

（金徽酒股份有限公司，甘肃陇南 742308）

摘　要：目的：高粱中淀粉含量与其衍生物的品质密切相关，对其中直链淀粉（Am）和支链淀粉（Ap）含量的测

定很有必要。本文采用碘比色法对高粱籽粒中淀粉（Am、Ap）含量的进行测定，探讨最佳预处理与检测方法。方

法：以高粱籽粒中的 Am 与 Ap 为主要研究对象，比较碘比色法中的三种检测方法，即：单波长混标法（I）、双

波长单标法（II）及双波长混标法（III），通过精密度、检出限、定量限等对三种测定方法进行了一系列的方法学

验证，并对预处理及测定过程中 NaOH 和 KOH 分散剂、糊化温度、糊化时间、乙酸和盐酸 pH 调节剂、碘试剂用

量和显色时间进行了比较优化，最后通过重复性验证、回收率验证和常见谷物样品的测定验证了最佳方法的准确

性。结果：三种方法的检出限和定量限均能满足实际样品的测定范围需求，其中检出限：Am 均≤0.55 mg/L，
Ap 均≤2.75 mg/L，定量限：Am 均≤1.65 mg/L，Ap 均≤8.33 mg/L；样品准确率实验发现，混标溶液标曲得到的

误差绝对值较小（0.13%），但单标溶液标曲误差较大（7.47%），因此需要选用混标溶液配制标曲；高粱籽粒中

淀粉的最佳预处理与测定条件是：以 NaOH 作分散剂，以乙酸或盐酸为 pH 调节剂，70 ℃ 糊化 10~20 min，采用

标准碘试剂浓度，显色 20~30 min 内测定结果较为稳定、准确；测定方法中，双波长混标法（III）所测定的 Am、

Ap 及总淀粉含量准确，且与理论粗淀粉含量吻合，重复性和回收率（80%~120%）高。结论：碘比色双波长混标

法是测定高粱籽粒中直链淀粉和支链淀粉含量的最佳测定方法，可用于实际样品的测定。
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Abstract：Objective: The content of starch was closely related to the derivative products of sorghum. It was very important
to  determination  of  the  content  of  starch,  including  amylose  (Am)  and  amylopectin  (Ap)  in  sorghum.  In  this  study,  the
content of Am and Ap was determined by the iodine colorimetry. And conditions of pretreatment and determination were
optimized.  Method:  Using Am and Ap in  sorghum as  the  main  object,  the  content  of  starch  was  measured by the  iodine
colorimetry  with  different  detection  methods,  including  the  single  wavelength  mixed  standard  method  (I),  the  dual
wavelength single standard method (II), and the dual wavelength mixed standard method (III). A series of methodological
verifications,  such  as  the  precision,  detection  limit  and  quantification  limit,  were  compared.  And  the  conditions  of
pretreatment, such as NaOH and KOH dispersant, gelatinization temperature and time, acetic acid and hydrochloric acid pH
regulator, dosage of iodine reagent and color rendering time were optimized. The repeatability verification recovery rate and
the  determination  of  common  grain  samples  of  the  obtained  method  was  also  tested,  which  verified  the  accuracy  of  the  
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method. Result: The detection limits and quantification limits of the three methods could meet the requirements of the actual
sample measurement range, with detection limits of Am≤0.55 mg/L, Ap≤2.75 mg/L, quantification limits of Am≤1.65 mg/L,
Ap≤8.33 mg/L. The absolute error of the accuracy experiments was 0.13% from the mixed standard solution calibration
curve, the single standard solution calibration curve error was relatively large (7.47%), thus the mixed standard solution was
better  to  prepare  the  calibration  curve.  The  optimal  preprocessing  of  sorghum:  Using  NaOH  as  the  dispersant,  the
gelatinization  temperature  at  70 ℃ for  10~20  min,  with  acetic  acid  or  hydrochloric  acid  as  pH regulator,  using  standard
iodine reagent concentration, controlling the coloring time at 20~30 min, the determination results were relatively stable and
accurate.  The total  content  of  starch was consistent  with the starch content  in  theory,  and it  had a  good repeatability  and
recovery (80%~120%). Conclusion: In summary, the dual wavelength mixed standard method of iodine colorimetry was a
best method for measuring the content of Am and Ap in sorghum, and it was more suitable for the determination of actual
samples in crops.

Key words：amylose；amylopectin；iodine colorimetry；sorghum；analytical detection

 

白酒酿造的原料包括高粱、玉米、小麦、大米、

糯米等多种粮食[1]，其中高粱在白酒酿造中具有出酒

率高，醇厚浓郁，香正甘冽等优点，远胜其他酿酒原

料[2]。迄今为止，高粱的种类已经超过了 10000 种，

大多数高粱品种在大小、结构、色素沉着、质地、硬

度和生化特性上都有差异[3]。但并不是所有高粱都

适合酿酒，只有品质优良的高粱才能酿出品质优异的

好酒。高粱的主要成分是淀粉（Starch，St，占 70% 左

右）[4]。淀粉是由直链淀粉（Amylose，Am）和支链淀

粉（Amylopectin，Ap）两种主要成分组成的复杂微粒，

通常伴有水、脂类、磷脂、可溶性/不可溶性纤维和一

些矿物质[5]。Am 与 Ap 的比例因淀粉的植物来源而

异。除高 Am[6] 和蜡质淀粉[7] 外，大部分原生淀粉中

Am 含量在 20%~30% 之间[8]。用于酿造白酒的高粱

中 Am 和 Ap 的含量直接关系到白酒的质量和产量[9]。

因此需要对酿酒高粱中的 Am 和 Ap 的含量进行准

确测定，从而筛选出最佳的酿酒原料。目前测定

Am 和 Ap 含量的方法有体积排阻色谱分析法[10]、

差示扫描量热法[11]、近红外光谱分析法[12−13]、连续流

动测定法[14]、伴刀豆球蛋白法[15]、碘亲和力滴定法[16]

等。这几种测定方法都是基于碘比色法衍生而来，但

这些测定法由于仪器及试剂价格高、操作复杂等难

于推广应用[17−18]。

碘结合法是最传统且常用的方法 [19]，最先由

Mccready 和 Hassid[20] 提出用于马铃薯淀粉中 Am
的测定，具有易操作、成本低、速度快、准确度高的

特点。国标方法就是采用碘结合法进行测定，如

GB/T 15683-2008 大米直链淀粉含量的测定 [21] 和

GB 7648-1987 水稻、玉米、谷子籽粒直链淀粉测定

法 [22] 分别在单波长 720、620 nm 处测定 Am 的含

量，但该方法不能直接测定 Ap 含量，需用理论总淀

粉含量减去 Am 含量计算得到，因此测定结果有一

定的局限性。2012 年发布的江苏省地标 DB32/T
2265-2012[23] 采用双波长分光光度法测定鲜食玉米

中 Am 和 Ap 含量，可以同时测定 Am 和 Ap 的含量，

近些年，许多文献研究也提出碘结合-双波长法，由于

排除了相应干扰组分的影响，具有更高的精密度和准

确度[24−25]。双波长法的原理是利用溶液中某溶质对

两个波长的吸光度（Absorbance，ABS）差值消减两类

淀粉吸收背景的相互影响，选用了两个测定波长和两

个参比波长，可以同时测出 Am 和 Ap 的含量，因此

提高了测定的灵敏度和选择性[26]。

然而，目前研究报道的双波长法多采用单标溶

液绘制标曲[23]，但待测样品中同时含有 Am 和 Ap 的

混合组分，因此单标溶液做标曲是否合理需进一步验

证，而单波长法通常采用混标溶液配制标曲，溶液本

身可扣除相应支链淀粉的影响，具有一定的合理性[27]。

这两种测定方法和原理不同，对同一样品中 Am 和

Ap 的测定可能给出不同的值[28]。因此需要详细地

考察单标溶液和混标溶液，单波长法和双波长法对测

定结果的影响，以筛选出最佳测定 Am 和 Ap 含量的

方法。另外，相关文献报道大多集中于木薯、玉米、

糯米粉等的测定[29]，而测定高粱的相关报道较少。因

此，本文以高粱样品为主要测定对象，通过单波长混

标法（I）、双波长单标法（II）、双波长混标法（III）三种

方法进行检出限、定量限、精密度的方法探讨，并对

高粱样品处理过程中分散剂（NaOH、KOH）进行比

较，对高粱糊化温度、糊化时间、乙酸和盐酸 pH 调

节剂、碘试剂用量和显色时间等因素进行考察，进而

筛选出适宜测定酿酒高粱中 Am 和 Ap 测定的最佳

方法，以期为酿酒原料的测定方法改进提供参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

直链淀粉 Am（马铃薯，A8160）、支链淀粉 Ap
（玉米，A8150）　标准品，Solarbio 公司；氢氧化钠、

氢氧化钾、乙酸　分析纯，国药集团化学试剂有限公

司；碘　分析纯，天津市科密欧试剂有限公司；碘化钾

　分析纯，天津市光复科技发展有限公司；高粱籽粒

　购自市场。

TU-1810 型双波长紫外分光光度计　北京普析

通用仪器有限责任公司；Seven Excellence 型 pH 计

　梅特勒-托利多国际贸易（上海）有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   标准溶液的配制　Am 标准溶液（1 mg/mL）：
取烘干（55~56 ℃ 真空干燥）的马铃薯 Am 纯品，称取
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重量相当于含 0.1000 g 淀粉，放入 100 mL 容量瓶中，

加入 1 mL 无水乙醇湿润样品，再加 9 mL 的 1 mol/L
的 NaOH 溶液，于沸水浴分散 10 min，迅速冷却后，

用水定容；Ap 标准溶液（1 mg/mL）：选择与待测谷物

样品相应的蜡质谷物标准品，称取重量相当于含

0.1000 g 淀粉，放入 100 mL 容量瓶中，加 1 mL 无水乙

醇，再加 9 mL 的 1 mol/L 的 NaOH 溶液，于沸水浴中

加热 10 min，迅速冷却后，用水定容。

 1.2.2   标准曲线的绘制　用 50 mL 容量瓶配制三种

测定方法的标准溶液，其中单波长混标法（方法 I）参
考 GB 7648-1987 绘制 Am 的标准曲线；双波长单标

法（方法 II）参考 DB 32/T 2265-2012 中 7.2 绘制单标溶

液的双波长 Am、Ap 的标准曲线；双波长混标法（方

法 III）按照 St 含量一定，Am 和 Ap 不同比例进行配

制，具体用量见表 1；加入一定量 Am 和 Ap 后，加入

25 mL 蒸馏水，0.5 mL 浓度为 1 mol/L 乙酸溶液调

节 pH，再加入 0.5 mL 碘试剂后用蒸馏水定容至刻

度。其中单波长法的测定波长为 620 nm，双波长法

通过 20 mg/L 的 Am 标准溶液和 100 mg/L 的 Ap 标

准溶液进行全谱扫描得到测定波长和参比波长。
 
 

表 1    三种方法绘制标曲的 Am 和 Ap 用量
Table 1    Amounts of Am and Ap for plotting standard curves

by three methods

序号

方法

I II III

Am（mL） Ap（mL） Am（mL） Ap（mL） Am（mL） Ap（mL）

1 0 5.00 0.30 2.00 0 5.00
2 0.25 4.75 0.50 2.50 0.50 4.50
3 0.50 4.50 0.70 3.00 1.00 4.00
4 1.00 4.00 0.90 3.50 1.50 3.50
5 1.50 3.50 1.10 4.00 2.00 3.00
6 2.00 3.00 1.30 4.50 2.50 2.50
7 / / / 5.00 3.00 2.00
8 / / / / 3.50 1.50

 

 1.2.3   样品测定　按国标法（GB 7648-1987）对样品

进行处理，并参考 ZBX 66027-87 粗淀粉测定方法测

定样品的水分和粗淀粉含量。具体操作方法为：称取

粉碎后的绝干样品 0.1000 g，加入 1.0 mL 乙醇溶液

浸润样品，用 9 mL NaOH 溶液分散 10~20 min，加蒸

馏水定容至 100 mL，摇匀静置溶液澄清，移取上清

液 5.0 mL 至 100 mL 容量瓶中，加入 25 mL 蒸馏水，以

0.1 mol/L 盐酸溶液调节 pH 至 3 左右，再加入 1.0 mL
碘试剂，加蒸馏水定容至刻度，于室温静置 10 min 后，

以样品空白液为对照，用 1 cm 比色皿，分别用单波

长混标法（I）、双波长单标法（II）及双波长混标法

（III）三种方法测定样品液吸光值，再通过标准曲线进

行定量分析。结果计算：

W直 =
C×100

5
×0.1 式（1）

W总 =W直 +W支 式（2）

式中：W直表示 0.1 g 试样中 Am 的质量，mg；其
中 W支与 W直计算公式相同；C 表示标准曲线查得的

样品液中 Am 或 Ap 的浓度，mg/L；W总表示 0.1 g 试

样中 St 的质量，mg。

 1.2.4   高粱样品测定条件的选择　参考 1.2.3 方法

进一步对样品测定进行优化实验，主要考察：NaOH
和 KOH 分散剂、糊化温度（50、60、70、80、90 和

100 ℃）、糊化时间（5、10、20、30、40、50、60 min）、
1 mol/L 盐酸或乙酸溶液调节 pH、碘试剂加入量

（0.25、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、5.0 mL）和显色时

间稳定性（1、3、5、10、20、30、60 min）。通过以上

单因素实验，考察高粱样品中 Am、Ap 含量的最佳

测定条件，同时考察三种测定方法的准确性，并对测

定方法进行重复性验证，回收率测定和样品普适性

验证。

 1.2.5   样品准确率测定　分别移取 1 mg/mL 的 Am、

Ap 标准贮备液制备三个不同浓度（其中 Am 理论测

得值为 30、20、10 mg/L，Ap 理论测得值为 70、80、
90 mg/L）混合样品溶液，通过三种方法验证已知浓度

溶液中 Am、Ap 含量与理论值的准确率。

 1.2.6   精密度、检出限、定量限的测定　称取等量的

10 份高粱样品，分别用三种方法测定样品的 Am、

Ap 含量，计算得到样品的 St含量、平均值、标准偏

差（SD）、精密度（RSD）、检出限和定量限，其中，平

均值、精密度通过样品的百分含量计算得到，检出限

和定量限通过样品吸光度值计算得到。

 1.3　数据处理

每组实验均进行三次平行实验，所有结果均以

“平均值”的形式表示。数据处理软件、数据分析软

件和绘图软件使用 Excel 97-2003、SPSS22.0 软件

和 Origin9.0 进行处理；实验结果用 SPSS 22.0 的单

因素分析（analysis of variance, ANOVA）法进行统计

分析。

 2　结果与分析

 2.1　标准曲线

单波长混标法在 620 nm 波长处进行测定得到

标准曲线，如表 2 所示，双波长法（方法 II 和 III）通
过 Am 和 Ap 得到全谱扫描图，如图 1 所示，再根据

原理[24] 得到 Am 最大吸收波长 λ1=635 nm，参比波

长 λ2 =450 nm，Ap 的测定波长 λ3 =540 nm，参比波

长 λ4 =760 nm。按照双波长测定原理分别在 λ635、

λ450 两波长下测定 ΔA直，在 λ540、λ760 两波长下测定

ΔA支，以 ΔA 为纵坐标，Am 和 Ap 浓度（mg/L）为横
 

表 2    三种方法测得的标准曲线

Table 2    Standard curves measured by three methods

方法 Am Ap

I y=0.02x+0.1586 R2=0.9973 / /
II y=0.0186x−0.00254 R2=0.9999 y=0.01835x+0.0372 R2=0.9968

III y=0.00258x+0.0385 R2=0.9963 y=0.00275x−0.00302 R2=0.9987
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坐标，绘制双波长混合标曲的 Am、Ap 标准曲线（见

表 2），三种测定方法所得标曲均具有良好的线性回

归系数：R2>0.996。
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图 1    双波长法测定 Am、Ap 的全谱图
Fig.1    Full spectrum of Am and Ap determined by

dual-wavelength method
 

 2.2　方法学验证

 2.2.1   配制已知浓度样品溶液验证方法准确率　结

果如表 3 所示。方法 I 和方法 III 具有较高的准确

率（绝对误差<0.5%），是因为方法 I 和方法 III 均采

用 Am 和 Ap 的混合溶液进行标曲配制，可以从溶液

本身扣除部分彼此之间的吸光度值影响[30]，其中方

法 III 比方法 I 更接近 100%，主要是因为方法 III 采
用了双波长法，在相应最大吸光波长处能更有效的扣

除彼此吸光值之间的干扰[31]。方法 II 的误差较高

（7.47%），虽然方法 II 采用双波长法测定，也可以在

彼此吸光波长处扣除吸光值的干扰，但由于采用单标

溶液配制标曲，无法从实际溶液本身扣除干扰，导致

同浓度溶液测得的吸光度小于混标溶液的吸光度，因

此得到的样品溶液浓度偏高，淀粉含量高于实际值。
  

表 3    三种方法测定标准样品的准确性分析
Table 3    Accuracy analysis of standard samples determined by

three methods

配制样品
方法I
（mg/L）

准确率
（%）

方法II
（mg/L）

准确率
（%）

方法III
（mg/L）

准确率
（%）

30% Am 29.302 97.67 33.458 111.52 29.782 99.27
20% Am 19.677 98.39 23.193 115.97 19.936 99.68
10% Am 10.339 103.39 12.283 122.83 10.021 100.21
70% Ap 70.698 100.98 67.28 96.11 70.056 100.08
80% Ap 80.323 100.40 78.553 98.19 80.015 100.02
90% Ap 89.661 99.62 90.189 100.21 89.948 99.94
平均值 / 100.08 / 107.47 / 99.87
误差（%） / 0.08 / 7.47 / -0.13

 

 2.2.2   精密度、检出限和定量限　结果如表 4 所示，

几种测定方法的变异系数均小于 8%，说明三种测定

方法均具有较高的准确度和精密度。通过公式计算

检出限和定量限（公式（3）、公式（4）），发现三种测定

方法对于 Am 的检出限均≤0.55 mg/L，而 Ap 在高粱

中含量较高，因此检出限也比 Am 高，Ap≤2.75 mg/L，
定量限：Am 均≤1.65 mg/L，Ap 均≤8.33 mg/L，均符

合实际高粱样品的测定需求。因此，高粱样品的精密

度、检出限和定量限均符合样品中淀粉含量的检测

要求。进一步通过酸水解滴定法测得高粱的粗淀粉

含量为 64.1%，与三种测定方法得到的 St 含量进行

对比，其中方法 I 只能测定 Am 的含量，具有局限性，

无法与实际粗淀粉含量进行比较，表 4 中方法 II 得
到的 St 含量高于实际淀粉含量 20% 左右，而方法

III 得到的 St 含量与之接近，说明方法 III 测定结果

更符合实际值，但方法 III 得到的 St 含量差异较大，

标准偏差 SD 为 3.68，因此需要对实验方法进行优

化，提高方法的准确率和精密度。
 
 

表 4    三种方法对 10 份高粱样品淀粉含量的测定比较（%）
Table 4    Comparison of starch content of 10 sorghum samples

determined by three methods (%)

序号
方法I 方法II 方法III

Am Ap St Am Ap St Am Ap St

1 12.83 87.17 100 16.05 83.95 93.58 22.73 77.27 66.09
2 13.43 86.57 100 15.61 84.39 94.82 19.57 80.43 75.64
3 13.23 86.77 100 12.62 87.38 95.73 17.69 82.31 68.27
4 13.13 86.87 100 15.57 84.43 90.49 21.81 78.19 62.89
5 12.83 87.17 100 15.49 84.51 95.55 21.80 78.20 67.89
6 12.83 87.17 100 15.73 84.27 94.09 22.31 77.69 66.34
7 12.53 87.47 100 15.54 84.46 93.87 22.06 77.94 66.13
8 12.63 87.37 100 15.14 84.86 93.44 21.54 78.46 65.69
9 13.23 86.77 100 13.89 86.11 86.17 19.28 80.72 62.09
10 13.03 86.97 100 16.53 83.47 88.89 22.25 77.75 66.03

平均值 12.97 87.03 100 15.22 84.78 92.66 21.10 78.90 66.71
SD 0.29 0.29 0.00 1.14 1.14 3.13 1.66 1.66 3.68

RSD 2.22 0.33 0.00 7.48 1.34 3.38 7.87 2.11 5.52
检出限（mg/L） 0.49 / / 0.55 2.75 / 0.53 2.35 /
定量限（mg/L） 1.47 / / 1.65 8.33 / 1.61 7.13 /

注：Am和Ap表示占淀粉总量的百分比；St表示占试样的百分比；表9同。
 

检出限和定量限的计算公式：

检出限 = 3.3δ/S 式（3）

定量限 = 10δ/S 式（4）
式中：δ 表示 10 份样品空白显色液吸光值的标

准偏差；S 表示 Am、Ap 标准曲线的斜率，斜率的具

体数值即对应表 1 中标曲方程中的斜率。

进一步以高粱样品的单因素优化实验考察高粱

样品中 Am、Ap 含量的最佳测定条件，同时考察三

种测定方法的准确性，并对方法进行重复性验证，回

收率测定和样品普适性验证。

 2.3　测定高粱样品的优化实验

 2.3.1   NaOH 和 KOH 对高粱样品中 Am、Ap 含量的

影响　单波长和双波长的测定方法中均包括碱分散

样品的步骤，充分分散样品有利于淀粉溶液的均一

性，最常用的就是 NaOH 溶液，也有研究提出 KOH 具

有更高的分散性[28]。因此通过实验对比，考察 KOH 和

NaOH 对高粱淀粉的分散效果。显色结果如图 2 所

示，KOH 分散的高粱样品与碘试剂络合显色后，颜色

偏紫，NaOH 分散的样品则颜色偏蓝，进一步通过三

种方法测量 Am、Ap 的含量进行对比，结果如表 5
所示，发现 NaOH 分散的样品中 Am 含量在 15.54%~
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16.90% 之间，而 KOH 分散的样品中，Am 含量仅为

3.75%~6.25%，两种分散剂测定结果相差较大，对比

文献 [32] 发现 NaOH 分散得到的值更符合理论结

果，与多种仪器方法检测结果一致；而 KOH 具有更

强的碱性，导致溶液 pH 过高，虽然对 Ap 分散效果

更好（得到的 Ap 含量更高，见表 5），但双波长法测定

同时含有 Am 和 Ap 的混合样品，需扣除 Am 和 Ap 之

间的干扰，而 KOH 分散得到的 Am含量过低，不符

合高粱中 Am/Ap 的正常比例。如果是单一的支链

淀粉溶液，则选用 KOH 能达到更好的分散效果[33]，

但本文中高粱籽粒的测定则选用 NaOH做分散剂更

符合实际结果。

  

图 2    KOH（左）和 NaOH（右）分散高粱溶液与碘络合
后的颜色

Fig.2    Color of KOH (left) and NaOH (right) dispersed
sorghum solution complexed with iodine

 
  

表 5    NaOH 和 KOH 分散高粱样品测定 Am，Ap 的含量
Table 5    Determination of Am and Ap in NaOH and KOH

dispersed sorghum sample

方法

分散剂种类

NaOH KOH

Am（%） Ap（%） Am（%） Ap（%）

方法I 15.54 84.46 6.24 93.76
方法II 16.90 83.10 3.75 96.25
方法III 15.75 84.25 6.25 93.75

 

 2.3.2   糊化温度对高粱样品吸光度/St 含量的影响　

通过考察高粱样品在不同糊化温度 50、60、70、80、
90 和 100 ℃ 得到的吸光度值（或 St 含量），考察高粱

样品的最佳糊化温度。由图 3 可见，方法 I（图 3a）
高粱样品在 70 ℃ 时吸光度值最高，但在双波长法

（图 3b、图 3c）的吸光度-糊化温度图中判断不出最

佳温度，是因为 Am 与 Ap 呈现相反的吸光度关系，彼

此需要扣除吸光度的影响，当 Am 含量高时，Ap 的

吸光度则较低[32]。但通过双波长法糊化温度-St 含量

关系图（图 3d、图 3e）可以明显看出糊化温度在 70 ℃
时具有最高的 St 含量，综合考虑，70 ℃ 为最佳糊化

温度。

 2.3.3   糊化时间对高粱样品吸光度值的影响　通过

考察高粱样品的糊化时间在 5、10、20、30、40、50、
60 min 时测定的吸光度值，得到高粱样品的最佳糊

化时间。由图 4 可见，通过方法 I（图 4a）可以明显看
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图 3    糊化温度对吸光度/St 含量的影响

Fig.3    Influence of gelatinization temperature on
absorbance/total starch content

注：a：方法 I；b：方法 II；c：方法 III；d：方法 II-St 质量；e：方法
III-St 质量。
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出高粱样品在糊化 10~20 min 时具有稳定且较高的

吸光度值，双波长法中（图 4b、图 4c）Am 在 10~30 min
时呈现增长趋势，30 min 时具有最佳吸光度值，Ap 在

10~20 min 时较为稳定。综合考虑，高粱淀粉的糊化

时间在 10~20 min 最佳。
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图 4    糊化时间对高粱淀粉吸光度值的影响
Fig.4    Effect of gelatinization time on absorbance value of

sorghum starch
注：a：方法 I；b：方法 II；c：方法 III；图 5、图 6 同。

 

 2.3.4   乙酸和盐酸调节溶液 pH 对高粱样品吸光度

值的影响　常用于调节溶液 pH 的有盐酸和乙酸两种，

如江苏省地标方法（DB32/T 2265-2012）中采用盐酸

溶液调节样品的 pH，国标方法（GB 7648-1987）中采

用乙酸用于样品溶液 pH 的调节。本文通过乙酸和

盐酸两种方式调节溶液的 pH，并测定相应溶液的吸

光度，考察乙酸和盐酸对高粱样品显色的影响。结果

如表 6 所示，GB 7648-1987 法中用乙酸 1 mL（1 mol/L）
测得高粱样品的 pH 为 4.65，DB32/T 2265-2012 法给

出用盐酸调节 pH 至 3，发现加入 0.5 mL（1 mol/L）的
盐酸可达到 pH=3.78；进一步加大乙酸的用量，直到

加入量为 4.0 mL 时，得到与以上盐酸相接近的 pH，

通过对乙酸（1 mol/L，1 mL；pH=4.65），乙酸（1 mol/L，

4 mL；pH=3.84）和盐酸（1 mol/L，0.5 mL；pH=3.78）
进行吸光度的对比，发现 pH 相接近的样品溶液，在

相同测定方法下测定的吸光度值基本相同，说明乙酸

和盐酸仅起到调节溶液 pH 的作用，试剂本身不会对

样品产生影响，而尽管 pH=4.65 与 pH 接近 3 时测

定的结果值略有不同，但也在误差范围内（ΔA<0.01），
因此，只要溶液为弱酸性（pH=3~5），pH的确切值并

不影响测定含量。
  

表 6    溶液 pH 对吸光度值的影响
Table 6    Influence of solution pH value on absorbance value

名称 pH 方法I
方法II
（Am）

方法II
（Ap）

方法III
（Am）

方法III
（Ap）

参比溶液 3.27 0 0 0 0 0
样品溶液 11.65 / / / / /

乙酸（1 mL，1 mol/L） 4.65 0.337 0.170 0.164 0.171 0.164
乙酸（4 mL, 1 mol/L） 3.84 0.340 0.163 0.172 0.163 0.172
盐酸（0.5 mL, 1 mol/L） 3.78 0.339 0.163 0.171 0.163 0.169

 

 2.3.5   碘试剂加入量对高粱样品吸光度值的影响　

通过考察碘试剂用量（0.25、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、
3.0、5.0 mL）对高粱淀粉与碘络合的吸光度值变化，

得到最佳碘试剂用量。结果如图 5 所示，方法 I（图 5a）
中随着碘试剂的加入量增加，吸光度值也增加，这是

因为碘试剂本身具有颜色，因此无法从单波长法判断

出碘试剂用量的最佳值[34−35]；双波长法（图 5b、图 5c）
中，随着碘试剂加入量的增加，Ap 的含量随之增加，

而 Am 的含量在碘试剂用量大于 1.0 mL 之后出现

下降趋势，甚至降低为负值，这与 1943 年 Bates 等[36]

给出的结论一致，同时采用标准碘化物浓度，可防止

由三碘化物的形成而使碘化物浓度发生明显的变

化。图 5b 和图 5c 中当碘试剂用量在 0.25~1.0 mL 时，

Am 和 Ap 均呈现吸光度增加的趋势，其中在 1.0 mL
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时，Am 和 Ap 的吸光度值均较高，因此选择 1.0 mL
碘试剂用量作为最佳显色剂用量。

 2.3.6   显色时间对高粱样品吸光度值的影响　通过

考察显色时间（1、3、5、10、20、30、60 min）与吸光

度值的变化，得到稳定且最佳的样品测定时间。结果

如图 6 所示，由方法 I（图 6a）可以判断显色时间在

10~30 min 内，吸光度值最大，较为稳定，30 min 后吸

光度值下降。方法 II（图 6b）、III（图 6c）中 Ap 在 10~
30 min 较为稳定，Am 在 20~30 min 内较为稳定，综

合考虑，显色时间在 20~30 min 时比较稳定。

综上所述，得到最佳测定条件是：用 NaOH 溶液

分散高粱样品 10~20 min，加 1 mol/L 乙酸或盐酸溶液

调节 pH 至 3 左右，采用 1.0 mL 标准碘试剂，显色 20~
30 min 进行测定，同时由于方法 III 具有与实际 St 含
量相接近的值，因此更适于实际样品中淀粉含量的测

定。

需要注意的是：a：样品粉碎程度不同，测定的结

果也不同，因此需要充分粉碎研磨样品，并对样品进

行筛分，以保证测定的结果具有较好的平行性；b：样
品中含有水分或有吸潮的现象也会影响测定结果的

准确性，因此需要对样品进行烘干处理，称取绝干样

品，而烘干温度和时间对样品的测定结果影响很大，

因此需要保证样品的烘干温度和时间固定，建议低温

长时间烘干（50~60 ℃ 烘干 3 h）；c：加乙醇和氢氧化

钠分散液时，轻摇瓶底，缓慢加入液体，以保证充分分

散样品，不粘黏在瓶底或壁上。

 2.4　重复性验证

选取三个不同厂家的高粱对方法 III 进行 3 次

重复性测定，每个样品称取 3 个平行样，结果如表 7
所示，三个样品在不同时期测定的 Am 和 Ap 含量之

间的差值小于 2%，St 的测定结果小于 5%，因此样品

的测定具有可重复性。
  

表 7    高粱样品中淀粉含量的重复性测定
Table 7    Repeatability of starch content in sorghum samples

样品名称 重复次数 Am（mg） Ap（mg） St（mg） Ap/Am

1号样
1 12.19±0.28 55.42±0.76 67.6±0.47 4.55±0.33
2 10.88±0.47 60.07±0.54 70.95±0.63 5.52±0.58
3 10.99±0.35 56.97±0.38 67.95±0.57 5.18±0.40

2号样
1 12.84±0.23 67.82±0.47 80.66±0.55 5.28±0.26
2 12.08±0.15 68.59±0.59 80.89±0.62 5.68±0.24
3 12.3±0.18 62.39±0.39 74.47±0.73 5.07±0.21

3号样
1 13.28±0.32 65.49±0.44 78.77±0.58 4.93±0.30
2 12.19±0.44 71.69±0.56 83.88±0.25 5.88±0.52
3 12.30±0.37 71.62±0.63 83.92±0.31 5.82±0.45

 

 2.5　回收率验证

通过方法 III 测定样品的加标回收率，在已测得

Am 和 Ap 含量的高粱样品中，分别添加一定浓度的

Am 和 Ap 标准品溶液，测定其含量，求得回收率，结

果见表 8。回收率实验表明，Am 和 Ap 的回收率在

80%~120% 之间，符合样品测定要求，具有较高的准

确率。

 2.6　测定酿酒常用谷物

选择酿酒常用谷物（高粱、小麦、玉米、大米）进

行样品普适性测定，首先称取磨碎筛分后的 0.1000 g
的谷物样品，再按照上述优化后的测定方法进行分散

测定，得到结果如表 9 所示。高粱中 Am 含量 14.01%，

Ap 含量 85.99% 与文献 [37] 结果相符，小麦的 Am
含量为 18.85%，Ap 含量为 81.15%，St 含量为 63.51%，
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图 5    碘试剂用量对高粱淀粉吸光度值的影响

Fig.5    Effect of iodine reagent dosage on absorbance values of
sorghum starch
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图 6    显色时间对高粱淀粉吸光度值的影响

Fig.6    Influence of color development time on absorbance value
of sorghum starch
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这与文献 [38] 给出的 St 含量 65% 左右相符合，玉

米中 Am 占 12.14%，Ap 占 87.86%，与普通玉米中 Ap
含量 80%~90% 结果相符合，大米中 Am 含量 15.43%
与文献给出的 12%~19% 结果相符合[39]。因此方法

III 可以测得常见谷物样品中 Am、Ap 和 St 的含量，

具有普适性。
 
 

表 9    不同谷物样品中 Am、Ap 和 St 含量
Table 9    Am, Ap and total starch contents in different grain

samples

样品 Am（%） Ap（%） St（%） Ap/Am

高粱 14.01±0.42 85.99±0.18 69.86±0.47 6.14±0.32
小麦 18.85±0.29 81.15±0.32 63.51±0.26 4.31±0.25
玉米 12.14±0.46 87.86±0.42 83.36±0.39 7.24±0.35
大米 15.43±0.28 84.57±0.52 93.75±0.27 5.48±0.44

 

 3　结论
高粱中直链淀粉（Amylose，Am）和支链淀粉

（Amylopectin，Ap）含量与白酒的产量和质量息息相

关，但现有的检测方法对同一样品的测定结果可能不

同。本文通过详实的实验数据比较了基于碘比色法

测定高粱中 Am、Ap 含量的三种方法（方法 I：单波

长混标法、方法 II：双波长单标法、方法 III：双波长

混标法），结果发现，三种方法的检出限和定量限均能

满足实际样品的测定范围需求，其中检出限：Am
均≤0.55 mg/L，Ap 均≤2.75 mg/L，定量限：Am 均≤

1.65 mg/L，Ap 均≤8.33 mg/L；样品准确率实验发

现，混标溶液标曲得到的误差绝对值较小（0.13%），

但单标溶液标曲误差较大（7.47%），因此需要选用混

标溶液配制标曲；进一步采用三种方法对高粱样品的

测定条件进行优化，结果为：用 NaOH 作分散剂，70 ℃
糊化 10~20 min，以乙酸或盐酸为 pH 剂，加入 1.0 mL
碘试剂，显色 20~30 min 内为高粱样品的最佳测定

条件，并通过测定 Am、Ap 含量得到总淀粉含量与

实际粗淀粉含量相比较，发现方法 III 得到的值更接

近理论结果，该方法也具有较好的可重复性和回收率

（80%~120%），因此方法 III 更适用于实际样品的测

定，通过方法 III 测定常见谷物样品中 Am、Ap 及 St
含量，测定结果与文献值相符，具有普适性。本文提

供了选用碘比色双波长混标法的实验和理论依据，但

该方法仅对高粱样品进行测定优化，其他具体的谷物

样品还需具体的实验分析；未来还需深入探明淀粉的

特性和客观因素的干扰，以得出更系统的结论。
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