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前   言

本标准代替 GB 8817—2001《食品添加剂 焦糖色（亚硫酸铵法、氨法、普通法）》。

本标准与 GB 8817—2001 相比，主要变化如下：
——适用范围中增加了焦糖色（苛性亚硫酸盐法）；

——修改了可使用的原料的范围；
——修改了吸光度、氨氮和二氧化硫的指标；
——修改了二氧化硫、4-甲基咪唑的测定方法。
食品安全国家标准

食品添加剂  焦糖色（普通法、苛性亚硫酸盐法、氨法、亚硫酸铵法）
1　 范围

本标准适用于以碳水化合物，包括果糖、果葡糖浆、葡萄糖及母液、木糖及母液、蔗糖、麦芽糖、糖蜜、淀粉水解物等为主要原料，采用普通法、苛性亚硫酸盐法、氨法、亚硫酸铵法制成的食品添加剂焦糖色。
2　 定义

2.1　 普通法焦糖色

以碳水化合物为主要原料，加或不加酸或碱而制得，不使用铵基化合物和亚硫酸盐。
2.2　 苛性亚硫酸盐法焦糖色

以碳水化合物为主要原料，在亚硫酸盐存在下，加或不加酸或碱而制得，不使用铵基化合物。
2.3　 氨法焦糖色

以碳水化合物为主要原料，在铵基化合物存在下，加或不加酸或碱而制得，不使用亚硫酸盐。
2.4　 亚硫酸铵法焦糖色
以碳水化合物为主要原料，在铵基化合物和亚硫酸盐同时存在下，加或不加酸或碱而制得。
3　 技术要求

3.1　 感官要求：应符合表1 的规定。

表1 感官要求

	项     目
	要    求
	检验方法

	色泽
	黑褐色
	取适量试样置于清洁、干燥的无色玻璃烧杯中，在自然光线下，观察其色泽和状态。

	状态
	黏稠液体或粉粒状
	

	气味
	具有焦糖色的焦香味，无异味
	将试样稀释成5 g/L~20 g/L的水溶液，嗅其气味。


3.2　 理化指标：应符合表2的规定。
	项 目
	指 标
	检验方法

	吸光度E
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	0.01~1.00
	附录A中A.3

	氨氮*（以N计），w/%
	≤
	0.6
	附录A中A.4

	二氧化硫*（以SO2计），w/% 
	≤
	0.2
	附录A中A.5

	4-甲基咪唑*/（mg/kg）
	≤
	200
	附录A中A.6

	总氮*（以N计），w/% 
	≤
	3.3
	GB 5009.5 a

	总硫*（以S计），w/% 
	≤
	3.5
	附录A中A.7

	总砷（以As计）/（mg/kg） 
	≤
	1.0
	GB/T 5009.11

	铅（Pb）/（mg/kg） 
	≤
	2.0
	GB 5009.12

	汞（以Hg计）/（mg/kg） 
	≤
	0.1
	GB/T 5009.17

	注：带*项目的指标值是吸光度为0.10个吸收单位时的指标值（当吸光度不等于0.10时，需将各有关指标测定结果进行折算后，再与本表比较、判定）。

	a 计算公式中不乘以氮换算为蛋白质的系数F。 


表2 理化指标
检验方法 

A.1　 一般规定
本标准除另有规定外，所用试剂的纯度应在分析纯以上，所用标准滴定溶液、杂质测定用标准溶液、制剂及制品，应按GB/T 601、GB/T 602、GB/T 603的规定制备，实验用水应符合GB/T 6682-2008中三级水的规定。试验中所用溶液在未注明用何种溶剂配制时，均指水溶液。

A.2　 鉴别试验
A.2.1　 试剂和材料

A.2.1.1　 DEAE（二乙氨基乙基）纤维素：0.7 meq/g。
A.2.1.2　 盐酸溶液：0.025 mol/L。

A.2.1.3　 磷酸化纤维素：0.85 meq/g。
A.2.2　 仪器和设备

A.2.2.1　 分光光度计。

A.2.2.2　 1 cm比色皿。

A.2.3　 分析步骤

A.2.3.1　 色素与DEAE纤维素的结合量
称取适量试样，用盐酸溶液转移至一个100 mL容量瓶中，加盐酸溶液稀释定容至刻度，混匀（溶液若浑浊，应离心或过滤），配制成在560nm下用1cm比色皿时吸光度约为0.5的试样溶液。取20 mL此试样溶液，加入200 mg DEAE纤维素，充分混匀数分钟后离心或过滤，收集上清液。以盐酸溶液为参比液，使用1 cm比色皿，在560 nm处用分光光度计分别测定试样溶液和上清液的吸光度。
A.2.3.2　 色素与磷酸化纤维素的结合量

称取200 mg~300 mg试样，用盐酸溶液转移至一个100 mL容量瓶中，加盐酸溶液稀释定容至刻度，混匀（溶液若浑浊，应离心或过滤），得到试样溶液。取40 mL此试样溶液，加入2.0 g磷酸化纤维素，充分混匀数分钟后离心或过滤，收集上清液。以盐酸溶液为参比液，使用1 cm比色皿，在560 nm处用分光光度计分别测定试样溶液和上清液的吸光度。
A.2.3.3　 吸收比
称取适量试样，配制成1 mg/mL的试样溶液（溶液若浑浊，应离心或过滤）。取适量此试样溶液，用水配制成50 μg/mL稀释后的试样溶液。以水为参比液，使用1 cm比色皿，分别测定1 mg/mL试样溶液在560 nm处的吸光度和50 μg/mL稀释后的试样溶液在280 nm处的吸光度。
A.2.4　 结果计算

A.2.4.1　 色素与DEAE纤维素的结合量

色素与DEAE纤维素的结合量w1按公式（A.1）计算：
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式中：
A1——试样溶液在560 nm处的吸光度；
A2——试样溶液经DEAE纤维素处理后所得上清液在560 nm处的吸光度。
A.2.4.2　 色素与磷酸化纤维素的结合量

色素与磷酸化纤维素的结合量w2按公式（A.2）计算：
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式中：
A3——试样溶液在560 nm处的吸光度；

A4——试样溶液经磷酸化纤维素处理后所得上清液在560 nm处的吸光度。

A.2.4.3　 吸收比
吸收比w3按公式（A.3）计算：
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式中：

A280——50 μg/mL稀释后的试样溶液在280 nm处的吸光度；

20——稀释倍数；
A560——1 mg/mL试样溶液在560 nm处的吸光度。
A.2.5　 分类鉴别

A.2.5.1　 普通法焦糖色与DEAE纤维素的结合量不大于50 %，与磷酸化纤维素的结合量不大于50 %。
A.2.5.2　 苛性亚硫酸盐法焦糖色与DEAE纤维素的结合量大于50 %，吸收比大于50。
A.2.5.3　 氨法焦糖色与DEAE纤维素的结合量不大于50 %，与磷酸化纤维素的结合量大于50 %。
A.2.5.4　 亚硫酸铵法焦糖色与DEAE纤维素的结合量大于50 %，吸收比不大于50。
A.3　 吸光度的测定

A.3.1　 仪器和设备

分光光度计。

A.3.2　 分析步骤

称取约0.1 g试样，精确至0.002 g，用水溶解，转移至100 mL容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，溶液若浑浊应离心，得到试样液。取此试样液置于1 cm比色皿中，以水做空白对照，用分光光度计在610 nm处测定其吸光度。（吸光度应控制在0.2~0.8之间，否则应调整试样液浓度，再重新测定吸光度。）
A.3.3　 结果计算

吸光度E
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按公式（A.4）计算：
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式中：
A——被测试样液的吸光度；
c——被测试样液的浓度，单位为克每毫升（g/mL）；
1000——浓度换算系数。

实验结果以平行测定结果的算术平均值为准。在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值与算术平均值的比值不大于5 %。
A.4　 氨氮的测定
A.4.1　 试剂和材料
A.4.1.1　 氧化镁。
A.4.1.2　 溴甲酚绿-甲基红指示液。
A.4.1.3　 硼酸溶液：质量分数为2 %。
A.4.1.4　 盐酸标准滴定溶液：c（HCl）=0.1 mol/L。
A.4.2　 分析步骤
称取试样5 g，精确至0.01 g，置于500 mL蒸馏瓶中，加氧化镁2 g、水200 mL，以直接火蒸馏，蒸馏液吸收于加有溴甲酚绿-甲基红指示液5滴的5 mL硼酸溶液中，至蒸馏液约100 mL时，停止蒸馏，蒸馏液以盐酸标准滴定溶液滴定至灰红色。
A.4.3　 结果计算

氨氮含量（以N计）w4按公式（A.5）计算：


                                                 ………………………………（A.5）
式中：

V——滴定消耗盐酸标准滴定溶液的体积，单位为毫升（mL）；
c——盐酸标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升（mol/L）；

M——氮原子的摩尔质量，单位为克每摩尔（g/mol）[M（N）=14]；
m——试样的称样量，单位为克（g）；
1000——体积换算系数；

0.1——折算系数；
A610——试样在610nm处的吸光度。
实验结果以平行测定结果的算术平均值为准。在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值与算术平均值的比值不大于5 %。
A.5　 二氧化硫的测定
A.5.1　 试剂和材料

A.5.1.1　 3 %过氧化氢溶液：将30 %的过氧化氢溶液用水稀释到3 %。在使用之前，滴加3滴甲基红指示液并用0.01 mol/L氢氧化钠标准溶液滴定至溶液呈黄色为终点。如果滴定过了终点，则须另行配制。
A.5.1.2　 0.01 mol/L氢氧化钠标准溶液。

A.5.1.3　 氮气：推荐使用高纯度氮气，并配有流量调节，使流量保持在200 mL/min±10 mL/min。为了防止氧气混入氮气之中，可用氧气净化溶液如碱性焦酚收集阱。碱性焦酚收集阱的准备方法如下：在收集阱中放入4.5 g焦酚，通氮气2 min～3 min，在收集阱内氮气保持一个大气压的条件下，加入氢氧化钾溶液（将65 g氢氧化钾溶于85 mL水中）。

注意：为放热反应。
A.5.2　 仪器和设备

A.5.2.1　 反应装置
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directed under Procedure. Adjust the concentration of

Fehling’s Solution A by dilution or the addition of copper

sulfate, so that the titration requires 20.0 mL of the stan-
- dard dextrose solution.

Procedure  Transfer about 3 g of the sample, accurately
weighed, into a 500-mL volumetric flask, dissolve in and
dilute to volume with water, and mix. Pipet 25.0 mL of
Standardized Fehling’s Solution into a 200-mL Erlenmeyer
flask containing a few glass beads, and add the sample solu-
tion from a buret to within 0.5 mL of the anticipated end-
point (determined by preliminary titration). Immediately
place the flask on the wire gauze of the Apparatus, and
adjust the burner so that the boiling point will be reached
in about 2 min. Bring to a boil, and boil gently for 2 min.
As boiling continues, add 2 drops of a 1% aqueous solution
of methylene blue, and complete the titration within 1 min
by adding the sample solution dropwise or in small incre-
ments until the blue color disappears. Record the volume, in
mL, of sample solution required as V. Calculate the percent-
age of reducing sugars, as D-glucose on the dried basis, by
the equation

9% Reducing Sugars = (500 x 0.12 x 100)/(V x W),

in which W is the weight, in g, of the sample of dry
substance.

SULFUR DIOXIDE DETERMINATION
(Based on AOAC Method 962.16)

Reagents

3% Hydrogen Peroxide Solution Dilute 30% hydrogen per-
oxide to 3% with water. Just before use, add 3 drops of
methyl red TS, and titrate to a yellow endpoint using 0.01
N sodium hydroxide If the endoaint is exceeded discard

@) ® -

FIGURE 43 The Optimized Monier-Wiliams Apparatus; Com-





A——内置适配器；

B——分液漏斗；

C——圆底烧瓶；

D——气体内接管；

E——冷凝器；

F——连接球；

G——接收器。

图A.1 二氧化硫测试装置图

图A.1中的装置用于在沸腾的盐酸水溶液中，选择性地将二氧化硫从试样中转移至3 %过氧化氢溶液中。该装置比常规的装置更易于连接。由于3 %过氧化氢溶液高度在球尖部以上，装置内的反压力是难以避免的，而部件F可以将反压力降低到尽可能低的程度，从而减少了由于泄漏造成二氧化硫损失的可能。
注：图A.1中，部件D需要配备软管连接，如果使用聚乙烯和石英管，在本程序使用前应经过预蒸煮。
应按图A.1要求连接整个装置，除分液漏斗和烧瓶间的连接外，其他所有连接件的密封面应涂上一薄层活塞润滑油。所有连接件应夹合紧密，以确保分析过程中的密封性。分液漏斗B，体积应大于或等于100 mL。必须配备带有配备软管连接件的内置适配器A，以确保内部溶液上方保持一定的压力。（不建议使用恒压滴定漏斗，因为冷凝水可能溶有二氧化硫，会附着在漏斗内壁或管壁）。圆底烧瓶C，体积1000 mL，带有3个24/40 mm的锥形接口。气体内接管D应具有足够的长度，以确保引进的氮气可以达到烧瓶底部2.5 cm处。冷凝器E夹套长度应为300 mm。连接球F，是按图A.2要求订做的玻璃件，与50 mL量桶尺寸相同。3 %过氧化氢溶液放置在接收器G中，其内径为2.5 cm，长度为18 cm。
                                                          长度单位为毫米

[image: image8.emf]
图A.2 部件F结构图
A.5.2.2　 滴定管
使用10 mL滴定管，配有溢流管和联有烧碱石棉管的软管连接，或相当的空气洗涤器装置。这样可以保证标准滴定液上方的空气中不含有二氧化碳。
A.5.2.3　 冷却循环水浴
冷凝器必须使用冷却液进行冷却，如20 %甲醇水溶液，流速应确保冷却器出口温度保持在5 ℃。
A.5.3　 分析步骤

A.5.3.1　 试样处理

A.5.3.1.1 粉状焦糖色：在食品加工器或搅拌器中加入0.5 g试样，或相当数量的已知二氧化硫（500 μg ~1500 μg SO2）含量的试样，加入50 mL 5 %的乙醇溶液，将混合物粗粉碎，用50 mL 5 %的乙醇溶液冲洗搅拌器，不断粉碎或搅拌，直到试样可以通过接口口径为24/40 mm的玻璃接口进入烧瓶（见图A.1）。

A.5.3.1.2 液状焦糖色：将0.5 g，或相当数量的已知二氧化硫（500 μg ~1500 μg SO2）含量的试样，与100 mL 5 %的乙醇溶液混合均匀。
A.5.3.2　 测定准备

按照图A.1要求连接装置，烧瓶必须连接功率可调的加热器。在烧瓶中加入400 mL蒸馏水。关闭分液漏斗的阀门，在漏斗中加入90 mL 4 mol/L盐酸。以200 mL/min±10 mL/min速度通入氮气。必须同时启动冷凝器内冷却液。加入30 mL经标准液标定过的3%过氧化氢溶液到接收器G中。15 min后，装置和水将被彻底脱氧，装置可以进行试样测试。
A.5.3.3　 蒸馏
取下分液漏斗，将试样的乙醇溶液定量加入到烧瓶中。用实验室纸巾将锥形连接处擦拭干净。在分液漏斗外部连接处涂上活塞润滑油。将分液漏斗重新安装。连接好以后，应立即恢复通过3 %过氧化氢溶液的氮气流，检查连接处确保密封。

分液漏斗上方的橡胶球配有阀门，应保证盐酸溶液上方有足够的压力。打开分液漏斗阀门，使盐酸溶液流入烧瓶。持续保证溶液上方有足够的压力。必要时，可暂时关闭阀门以补充压力。为防止二氧化硫流失到分液漏斗，在最后几毫升从分液漏斗中流出之前，应关闭阀门。

连接电源进行加热，控制加热速度使每分钟的回流液为80到90滴。蒸馏1.75 h后，在上述回流速度下，冷却1000 mL烧瓶中的内容物。并转移接收器G中的内容物。
A.5.3.4　 滴定
加入3滴甲基红指示液，用标准滴定液滴定上述溶液，直到黄色终点，并保证20 s内不褪色。
A.5.4　 结果计算
二氧化硫含量w5按公式（A.6）计算：
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式中：
64.06——二氧化硫的摩尔质量，单位为克每摩尔（g/mol）[M（SO2）=64.06]；
    V——滴定消耗的氢氧化钠标准溶液的体积，单位为毫升（mL）；
c——氢氧化钠标准溶液的浓度，单位为摩尔每升（mol/L）；
2——换算因子；

m——加到1000 mL烧瓶中的试样质量，单位为克（g）；
 1000 ——换算因子；
0.1——折算系数；
A610——试样在610 nm处的吸光度。
实验结果以平行测定结果的算术平均值为准。在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值与算术平均值的比值不大于5 %。
A.6　 4-甲基咪唑的测定
A.6.1　 方法提要

在选定的工作条件下，使试样气化后经色谱柱分离，用火焰离子化检测器检测，用外标法定量。
A.6.2　 试剂和材料

A.6.2.1　 氢氧化钠溶液：3 mol/L。
A.6.2.2　 丙酮：色谱纯。

A.6.2.3　 4-甲基咪唑标准品：纯度≥99 %。

A.6.2.4　 硅藻土：色谱纯。

A.6.2.5　 二氯甲烷。
A.6.2.6　 水：GB/T 6682-2008中规定的一级水。
A.6.2.7　 氮气：其体积分数不低于99.8 %。使用前需用脱水装置、硅胶、分子筛或活性炭等进行净化处理。
A.6.3　 仪器和设备

气相色谱仪：配有火焰离子化检测器，整机灵敏度和稳定性应符合GB/T 9722的规定。
A.6.4　 参考色谱条件

推荐的色谱柱和典型色谱操作条件见表A.1。其他同样能达到同等分离程度的色谱柱和色谱操作条件均可使用。
表A.1  推荐的色谱柱及典型色谱操作条件
	色谱柱
	硅烷化玻璃柱或其他等效色谱柱，填料为90~100目 Anakrom ABS，含7.5 %聚乙二醇20M及2 %氢氧化钾，或其他等效物

	柱长×柱内径
	1 m×4 mm

	柱温
	190℃

	进样口温度
	200℃

	检测器温度
	250℃

	载气
	氮气

	流速
	50 mL/min

	进样量
	5.0 μL


A.6.5　 分析步骤

A.6.5.1　 4-甲基咪唑标准贮备液的制备
准确称取50 mg 4-甲基咪唑标准品，置于50 mL容量瓶中，然后用丙酮稀释到刻度，充分混匀，冷藏保存备用。
A.6.5.2　 4-甲基咪唑标准溶液的制备
量取1.0 mL、1.5 mL、2.0 mL、2.5 mL、3.0 mL、3.5 mL、4.0 mL及5.0 mL 4-甲基咪唑标准贮备液，分别置于10 mL容量瓶中，分别用丙酮稀释到刻度，混匀，制得浓度分别为100、150、200、250、300、350、400及500 μg/mL的4-甲基咪唑标准溶液。将4-甲基咪唑标准溶液冷藏保存，并在1个月内使用。
A.6.5.3　 试样溶液的制备
称取10.0 g试样，置于一个250 mL烧杯中，加入5 mL氢氧化钠溶液，摇匀，使混合液的pH值超过12。然后，在烧杯中加入20.0 g硅藻土，用宽刃的不锈钢刮刀充分搅匀，直至形成半干、均一的混合物。
在一根300 mm×22mm（内径）、带聚四氟乙烯旋塞的色谱柱底部塞一块细玻璃棉，定量转移混合物至色谱柱中。柱层高大约150 mm，连续均匀，且易于洗脱。在柱顶部放置一块玻璃棉，然后让柱垂直落下一段距离，使内容物更坚实。用二氯甲烷清洗试样杯，打开旋塞，将溶液倾倒至柱中。待二氯甲烷通过色谱柱流至旋塞时关闭旋塞，让二氯甲烷停留在柱层中5 min。打开旋塞，让二氯甲烷以5 mL/min的流速通过柱子。收集200 mL洗脱液于一个300 mL圆底烧瓶中。将装有洗脱液的烧瓶置于旋转蒸发仪上，水浴温度维持在35℃，压力为350~390 mm汞柱，使大部分洗脱液中的溶剂蒸发掉，浓缩至大约1 mL。在浓缩过程中仔细观察烧瓶，确保试样不会因爆沸而损失。用吸管定量转移提取浓缩物至一个5 mL容量瓶中，用丙酮洗涤烧瓶数次（每次约0.7 mL），洗涤液全部转移至5 mL容量瓶中，最后用丙酮定容至刻度，彻底混匀，备用。
A.6.5.4　 测定

根据仪器说明书，调节气相色谱仪至表A.1所示的操作条件，待仪器稳定后即可分别对不同浓度的4-甲基咪唑标准溶液和试样溶液进行色谱分析。用微量进样器或自动进样器进样，用色谱数据处理机或工作站处理计算结果，以外标法定量。
A.7　 总硫的测定
A.7.1　 试剂和材料

A.7.1.1　 氧化镁（MgO）。
A.7.1.2　 硝酸镁[Mg(NO3)2•6H2O]。
A.7.1.3　 蔗糖。
A.7.1.4　 硝酸。
A.7.1.5　 盐酸溶液：1+1。
A.7.1.6　 氯化钡溶液：质量分数为10 %。
A.7.2　 分析步骤

选用与马弗炉相配的最大瓷坩埚（为防止反应飞溅），加入1 g~3 g氧化镁（MgO）或等当量的硝酸镁[Mg(NO3)2•6H2O]6.4 g ~19.2 g，1 g蔗糖粉，缓慢加入50 mL硝酸，称取适量试样（总硫含量≤2.5 %的称取5 g，总硫含量＞2.5 %的称取1 g），精确至0.01 g，加入到瓷坩埚中。在蒸汽浴中蒸发至糊状，再在电炉上炭化至无烟，然后放入马弗炉中，升温至525 ℃，保持温度4 h~5 h，冷却。用100 mL水溶解试样，用盐酸溶液中和至pH=7（用精密试纸），再加2 mL盐酸溶液，将溶液过滤至烧杯中，加热沸腾，边搅拌，边慢慢滴加氯化钡溶液20 mL至热溶液中，沸腾5 min，放置过夜。用无灰滤纸过滤，把沉淀全部转移到滤纸上，用热水充分洗涤滤纸及沉淀物。然后将滤纸及沉淀物放入已恒重过的钳锅中，在烘箱中105 ℃保持1 h，取出。用电炉加热，慢慢炭化至无。最后在马弗炉中800 ℃灰化1 h，冷却，称重。同样方法做一空白试验。
A.7.3　 结果计算

总硫含量w6按公式（A.7）计算：
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式中：
WS——硫酸钡灼烧后的残余量，单位为克（g）；

WB——空白试验所得灼烧残余量，单位为克（g）；

m——试样的质量，单位为克（g）；

0.137——硫酸钡换算成硫的系数；
0.1——折算系数。
A610——试样在610 nm处的吸光度。
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