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近红外光谱法对茶叶中游离氨基酸

含量的快速测定
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摘要：为建立一种快速检测茶叶中游离氨基酸含量的方法，应用近红外光谱分析技术对贵州省不同
产地的１６２个绿茶样品中的游离氨基酸含量进行检测，并结合偏最小二乘法（ＰＬＳ），建立茶叶中氨基
酸含 量 的 预 测 模 型。结 果 表 明：通 过 标 准 归 一 化 （ＳＮＶ）光 谱 预 处 理，光 谱 范 围 选 择

６　６５７．７４～６　１７８．１６、５　７９３．１１～５　６８８．９８、４　４９３．３３～４　３５０．６２ｃｍ－１，主因子数为１１，得到模型的内部
交互验证相关系数（Ｒ）为０．９８１　５６，交互验证均方差（ＲＭＳＥＣＶ）为０．５０１；模型的预测值与实测值的相
关系数为０．９９８，预测均方差（ＲＭＳＥＰ）为０．３１２，稳定性试验得到的相对标准偏差（ＲＳＤ）小于０．４％。
综合分析，傅里叶变换红外光谱法与化学计量学方法相结合可以实现茶叶游离氨基酸的快速检测，满
足检测要求。
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　　中国是茶的故乡，人类发现茶叶至今已经有

５　０００多年历史，研究茶叶成分并利用茶使之造福于
人类是现代科技发展的目的。随着人们生活水平的

提高，饮茶、品茶已经成为很多人生活的一部分，茶
叶已被公认为是世界上最具有生命力的纯天然饮

料［１］。茶叶中有４００多种成分，其中氨基酸、咖啡碱
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和茶多酚是主要成分，与茶叶品质有很大的关系，影
响着茶色、茶味和茶香的形成［２］。其中，游离氨基酸
是茶叶中一类重要的含氮物质［３］，它不仅是合成茶
叶蛋白的基本单位，还是合成许多与代谢有关的生
理活性物质的基质，而且与茶叶品质密切相关［４］。
因此，快速、可靠的氨基酸检测技术逐渐受到大家的
重视。传统的氨基酸总量检测方法有酮量法和茚三
酮比色法［５］，而在实际应用中发现，采用这２种方法
得到的数据重复性较低，结果差异较大［６］。近年来，
随着近红外光谱（ＮＩＲ）分析技术的发展，以及其在
食品安全检测中表现出的快速、准确、高效、不损伤
样品以及重现性好等优点，已使得近红外光谱分析
技术广泛应用于各行业的检测中［７］。鉴于此，利用
近红外光谱分析技术，对茶叶中游离氨基酸含量进
行快速检测，比较不同预处理方法对模型效果的影
响，建立茶叶游离氨基酸的快速预测模型，以期建立
一种快速检测茶叶品质相关指标的有效方法。

１　材料和方法

１．１　仪器
近红外光谱仪（ＡＮＴＡＲＩＳⅡ型，美国 ＴＨＥＲ－

ＭＯ　ＦＩＳＨＥＲ公司）以及配套的Ｒｅｓｕｌｔ操作软件和

ＴＱ　Ａｎａｌｙｓｔ光谱分析软件。仪器工作参数：扫描范
围１２　０００～４　０００ｃｍ－１，分辨率８ｃｍ－１，扫描次数

６４次（所需时间约为３０ｓ），测量方式为漫反射式。

１．２　样品收集与制备
试验中选取的绿茶包括贡茶、一级、二级和三级

４个档次，绿茶样品产自贵州省茶叶主产区都匀、贵
定、湄潭、凤岗等，总共１６２份，收集的茶叶品种包括
贵州所有绿茶品种，具有很好的代表性。分别取适
量样品，按照农业部标准（ＧＢ／Ｔ８３０３－２００２）通过孔
径为６００～１　０００μｍ的筛，过筛样品置冰箱中密封
保存。采用“取五留一法”［８］将样品每５个分为

１组，取其中间含量样品作为验证集，其余为定标
集，共选出２７个验证集样品，１３５个定标集样品（剔
除６个异常样品）。

１．３　游离氨基酸的化学测定
茶叶中游离氨基酸含量采用茚三酮比色法［９］测

定。为了保证所测数据的准确性，所有样品的测定
均重复６次，结果取其平均值。

１．４　光谱采集
扫描前，仪器需预热２ｈ，自检和仪器校正通过

后方可正常使用。将茶叶样品从冰箱中取出，密封
下使其恢复至室温。扫描过程中室温保持２５℃左
右，并严格控制室内湿度，保持环境的一致性。绿茶

近红外光谱的采集采用漫反射方式。样品光谱分

３次不同时间测量，时间间隔为２ｄ，每次光谱采集

３次，最后样品光谱取９次的平均值，以在一定程度
上消除因时间变化和样品不均匀造成的影响。

１．５　数据处理方法
光谱数据经标准归一化（ｓｔａｎｄａｒｄ　ｎｏｒｍａｌ　ｖａｒｉ－

ａｔｅ，ＳＮＶ）、Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ卷积平滑和微分预处理
后采用偏最小二乘法（ｐａｒｔｉａｌ　ｌｅａｓｔ　ｓｑｕａｒｅ，ＰＬＳ）建
立定量校正模型。在建模过程中，以定标集样品的
交互验证均方差（ＲＭＳＥＣＶ）及相关系数（Ｒ）为指标
来优化模型，以验证集样品的预测均方差（ＲＭ－
ＳＥＰ）和相对标准偏差（ＲＳＤ）［１０］为指标考察模型的
预测准确度。其中，

Ｒ＝ １－
（^Ｃｉ－Ｃｉ）２

（Ｃｉ－珚Ｃ）槡 ２，

ＲＭＳＥＣＶ＝ （^Ｃｉ－Ｃｉ）２

ｎ槡 －１
，

ＲＭＳＥＰ＝ （^Ｃｉ－Ｃｉ）２槡 ｍ
，

ＲＳＤ＝ＲＭＳＥＰ／珚Ｃｍ×１００％。

式中，^Ｃｉ是样品实测值，Ｃｉ是样品预测值，珚Ｃ是
全部样品的实测平均值，珚Ｃｍ 是验证集样品实测平均
值，ｎ是定标集样品数，ｍ是验证集样品数。

２　结果与讨论

２．１　茶叶样品中游离氨基酸的测定结果
茶叶中的游离氨基酸在ｐＨ值８．０条件下与茚

三酮共热，形成紫色络合物，用分光光度法在特定的
波长下测定其含量。从图１可以看出，氨基酸与茚
三酮形成的紫色络合物在可见光谱区有最大吸光

度，其最大吸收波长为５７０ｎｍ。从表１可以看出，
定标集中样品的游离氨基酸含量范围包含任一样品

含量的变化范围，且在整个变化范围内是均匀分布
的，因此可以满足定量分析的要求。

图１　绿茶样品中游离氨基酸的紫外光谱

５４　第１０期 董二慧等：近红外光谱法对茶叶中游离氨基酸含量的快速测定



表１　绿茶样品中游离氨基酸含量

类别 样品数／份 范围／％ 平均值／％ 标准差／％

全部样 １６２　 １．８２～３．９１　 ２．５１　 ０．２８

定标集 １２９　 １．８２～３．９１　 ２．５１　 ０．３０

验证集 ２７　 １．９６～３．８０　 ２．５１　 ０．２５

　注：定标集原为１３５个样品，此处为剔除６个异常样品后的样品数。

２．２　茶叶样品的近红外漫反射光谱
从图２可以看出，光谱曲线大致呈３个台阶形

状，将其划分为３个波段［１１］，分别对应于３个台阶，即

Ⅰ：１０　０００～７　１４３ｃｍ－１；Ⅱ：７　１４３～５　３７６ｃｍ－１；Ⅲ：

５　３７６～４　０００ｃｍ－１。其中Ⅰ波段是近红外光谱的二
级倍频谱区，其内的８　４００ｃｍ－１是甲基、亚甲基

Ｃ－Ｈ伸缩振动的二级倍频峰；Ⅱ波段是近红外光谱
的一级倍频谱区，区间的６　８６０ｃｍ－１和５　７８０ｃｍ－１

分别是Ｎ－Ｈ 键和Ｃ－Ｈ 键伸缩振动的一级倍频
峰，它主要反映了葡萄糖、纤维素等的分子结构信
息；Ⅲ波段是近红外光谱的合频谱区，信息比前２个
区要强，它主要反映了茶叶中氨基酸分子的结构信
息，其内的４　６９０ｃｍ－１是氨基酸分子 Ｎ－Ｈ 键和

Ｃ＝Ｏ键的合频谱峰，４　３３０ｃｍ－１是亚甲基Ｃ－Ｈ伸
缩振动和弯曲振动的合频峰［１２］。

图２　绿茶样品的近红外光谱

２．３　光谱预处理方法的选择
近红外光谱分析往往不可避免地受到样品状

态、光的散射、杂射光及仪器响应等与待测样品性
质无关因素的干扰，导致近红外光谱的基线漂移和
光谱的不重复，通过光谱数据预处理，可以消除偏
移或基线的变化，从而保证光谱数据和组成（性质）
之间很好的相关性［１３］。光谱的标准归一化是光谱
数据预处理方法之一，可消除光程长短或样品浓度

对光谱响应值的影响［１４］。通过对原始光谱数据标
准正态化处理，可扣除样品间因散射而引起的光谱
误差；同时，通过对光谱数据进行平滑和求微分处
理，来提高分析信号的信噪比，消除基线漂移，强
化谱带特征，克服谱带重叠［１３］。从表２可以看出，
原始光谱经二阶导数和Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ卷积平滑预
处理后，ＲＭＳＥＣＶ 值最小，Ｒ 值最大，模型效果
最好。

表２　不同光谱预处理对氨基酸模型效果的影响

预处理方法 Ｒ　 ＲＭＳＥＣＶ 主因子数

ＳＮＶ　 ０．８５１　４５　 ０．８２６　 ３
ＳＮＶ＋１ｓｔ　Ｄｅｒ＋Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ　 ０．７６０　４２　 ０．９１５　 １６
ＳＮＶ＋２ｎｄ　Ｄｅｒ＋Ｓａｖｉｔｚｋｙ－Ｇｏｌａｙ　 ０．９８１　５６　 ０．５５１　 １１

　注：１ｓｔ　Ｄｅｒ表示一阶导数，２ｎｄ　Ｄｅｒ表示二阶导数。

２．４　近红外光谱波长的选择
游离氨基酸是既含氨基（－ＮＨ２）又含羧基

（－ＣＯＯＨ）的有机化合物，区别于结合氨基酸，特征
基团 是 －ＣＯＯＨ 和 －ＮＨ２，一 级 倍 频 分 别 在
６　６６１．６７～６　１７２．８４ｃｍ－１和５　８８５．８２～５　４５５．５４ｃｍ－１，
在手动优选谱区时可加以考虑。

试验采用了全谱区、软件自动优化谱区及波谱解
析加手动优化谱区，通过三者比较确定最优波长范围。
从表３可以看出，通过对谱区进行自动和手动优化之后，
模型效果有了明显提高。全谱区和自动优化谱区的建模
效果都不佳，因此，建模的谱区范围为６　６５７．７４～
６　１７８．１６、５　７９３．１１～５　６８８．９８、４　４９３．３３～４　３５０．６２ｃｍ－１。
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表３　不同谱区对氨基酸模型效果的影响

选取方式 谱区范围／ｃｍ－１　 Ｒ　 ＲＭＳＥＣＶ 主因子数

全谱区 １１　０００．００～３　８００．００　 ０．９０３　７５　 ０．９２１　 ５

自动优化 ５　７９３．１１～５　６８８．９８、４　４９３．３３～４　３５０．６２　 ０．８５１　４５　 ０．８２６　 ３

自动和手动优化 ６　６５７．７４～６　１７８．１６、５　７９３．１１～５　６８８．９８、４　４９３．３３～４　３５０．６２　 ０．９８１　５６　 ０．５０１　 １１

２．５　主因子数的选择
偏最小二乘法的基本思想是对光谱矩阵和茶叶

中的游离氨基酸含量矩阵同时进行分解，并在分解
时考虑两者之间的关系，加强对应计算关系，从而保
证获得最佳的校正模型［１３］，因此ＰＬＳ在近红外光
谱分析中得到了广泛的运用。但是，在建立定量模
型时，为了避免欠拟合或过拟合现象的发生，需要对

ＰＬＳ所用的主因子数进行合理选择［１５］。试验中采
用ＰＬＳ模型统计方法和ＳＮＶ＋２ｎｄ　Ｄｅｒ＋Ｓａｖｉｚｋｙ－
Ｇｏｌａｙ光谱预处理方法，通过改变主因子数分析其
对模型的影响。从图３可以看出，当主因子为１１
时，模型的交互验证均方差最小，效果最好。

图３　不同主因子数对氨基酸模型效果的影响

２．６　建立数学模型
综上所述，确定的绿茶中游离氨基酸数学模型

的各参数为：

① 化学统计方法：偏最小二乘法（ＰＬＳ）；

② 光谱预处理方法：ＳＮＶ＋２ｎｄ　Ｄｅｒ＋Ｓａｖｉｔｚｋｙ－
Ｇｏｌａｙ；

③ 谱区范围：６　６５７．７４～６　１７８．１６、５　７９３．１１～
５　６８８．９８、４　４９３．３３～４　３５０．６２ｃｍ－１；

④ 主因子数为１１。
由以上各参数所作的数学模型如图４所示。

从图４可以看出，模型的内部交互验证相关系数（Ｒ）
为０．９８１　５６，ＲＭＳＥＣＶ＝０．５０１，表明氨基酸模型
较好。

２．７　数学模型的可靠性评价
近红外光谱分析方法通过数学模型预测样品的

待测量，因此，该项技术的分析精确度等特征决定于

数学模型的预测可靠性，试验中可通过样品预测值
与实测值的偏差来评价所建立的数学模型的可靠

性。选择预测验证集中的１０个样品，其实测值与预
测值如表４所示，由表４可以看出，样品的预测值与
实测值相差不大，通过计算预测值与实测值的相关
系数（Ｒ）为０．９９８，预测均方差（ＲＭＳＥＰ）为０．３１２。
由此表明，所建立的数学模型具有一定的可靠性，能
够应用于茶叶中游离氨基酸含量的快速测定。

图４　游离氨基酸模型拟合

表４　茶叶验证集游离氨基酸的预测值与化学测定值比较

序号 实测值／％ 预测值／％ 偏差／个百分点

１　 １．９８　 ２．０１　 ０．０３

２　 ２．０１　 ２．０４　 ０．０３

３　 １．９９　 ２．１１　 ０．１２

４　 ２．８１　 ２．８８　 ０．０７

５　 ３．０１　 ３．０２　 ０．０１

６　 ２．５１　 ２．５１　 ０．００

７　 ２．６０　 ２．７０　 ０．１０

８　 ２．７２　 ２．７３　 ０．０１

９　 １．９６　 ２．０３　 ０．０７

１０　 ２．６６　 ２．７１　 ０．０５

２．８　稳定性试验
模型的稳定性指数学模型对样品的类型或其背

景信息的适应性，取决于建模样品集所覆盖范围大
小，这就需要从大量样品中选择具有代表性的样品
才能实现。在稳定性试验中，选择具有代表性的样
品５个，重复测量１０次，得到各样品的相对标准偏
差（ＲＳＤ）均小于０．４％。说明所建数学模型的稳定
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性较好，该模型能够适用于一定范围内的样品测量。

３　结论

本试验应用近红外光谱分析技术，对采自贵州
省不同地区的１６２个样品进行红外扫描，实现了茶
叶中游离氨基酸含量的快速测定。采用ＰＬＳ法建
立了茶叶中游离氨基酸含量的分析模型，模型相关
系数（Ｒ）为０．９８１　５６，ＲＭＳＥＣＶ为０．５０１，主因子数
为１１，此时的校正结果和预测结果都很好；可靠性
试验中，１０ 个样品的预测值与实测值的 Ｒ 为

０．９９８，ＲＭＳＥＰ 为０．３１２，说明模型的预测效果较
好，可以满足茶叶游离氨基酸含量检测的要求；稳定
性试验得到的ＲＳＤ均小于０．４％。因此，红外光谱
与化学计量学方法相结合，建立茶叶游离氨基酸含
量预测模型在实际应用中是可行的，并且结果稳定
可靠，为茶叶的客观评审提供了一种快捷准确的新
途径。
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