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　　摘要：在红茶加工过程中，发酵是形成红茶品质的关键工序，生产中能否准确判断发酵适度直接关系到成茶的品
质。利用色差法对红茶发酵过程中的叶色、汤色进行跟踪监控。结果表明，在发酵过程中，茶叶的色度指标 Ｌ、ａ、ｂ及
色差值ΔＥ值随着发酵时间的增加均存在明显变化。分析发酵过程中Ｌ、ａ、ｂ及色差值ΔＥ值的变化规律，发现在发酵
前期，ΔＥ值较小，发酵叶色度变化较慢；在发酵中期，ΔＥ值明显增大，发酵叶色度有了较大变化；然后随着发酵时间
的延长，ΔＥ值逐渐减小，至发酵后期 ΔＥ值接近０，而发酵叶色度基本稳定不再变化，此时茶叶色素茶红素／茶黄素
（ＴＲｓ／ＴＦｓ）值达到合理阈值，茶样感官审评得分较高。因此研究认为，在发酵过程中，当发酵叶色差 ΔＥ值接近０时，
即可判断为红茶发酵适度。
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　　红茶是我国乃至全世界消费最多的茶类之一，其基本加
工过程包括鲜叶采摘、萎凋、揉捻、发酵以及干燥等几个阶段。

其中对红茶品质影响最大的就是发酵，发酵不足会导致汤色

不红、滋味苦涩并伴有青草气，发酵过度则汤色红暗、滋味淡

薄并伴有酸馊味，因此恰当适时地终止茶叶发酵是得到高品

质红茶的关键因素。目前，很多高科技技术已用于发酵适度

的检测，例如电化学及传感技术［１－２］、比色法［３］、电子鼻技

术［４］、分光光度计法［５］、颜色传感器法［６］以及气相液相质谱

分析法［７］等。但是由于上述方法均不利于实时分析，在实际

生产中依然以专业人员的经验和感官审评来确定发酵是否适

度，从而难以形成标准化生产。色差计利用人眼对颜色判断

的三变数原理，模拟人眼判断颜色的过程，可研究其色差值与

感官品评值的相关性，去除人为因素对测定结果的影响，使得

色泽的判定更加客观。与人眼相比具有良好的稳定性、重复

性，并且有简单实用的特点，能够为产品的研究开发和品质控

制提供有力可信的依据［８］。本研究以江苏丘陵地区主栽茶

树品种龙井４３为研究对象，利用传统红茶加工工艺，用色差
计对不同发酵程度的发酵叶色差、茶汤色差进行跟踪监测，并

研究发酵过程中色差值与茶叶理化成分、感官品质的相关性，

探讨利用色差计快速鉴定红茶发酵适度的可行性，从而为当

地红茶加工的标准化生产提供理论依据和技术指导。

１　材料与方法

１．１　试验材料
龙井４３由江苏省句容市下蜀镇窑业茶场提供，嫩度为１

芽１叶。
１．２　试验仪器

申光牌ＷＳＣ－３Ｂ便携式色差计（上海仪电物理光学仪
器有限公司）；岛津ＬＣ－１５高效液相色谱仪；Ｔ６新世纪紫外
可见分光光度计；自制萎凋槽；揉捻机；红茶发酵机；提香机。

１．３　试验方法
１．３．１　红茶加工工艺及取样方法　采摘１芽１叶的鲜叶，日
光萎凋 １５～３０ｍｉｎ后放入萎凋槽鼓风萎凋至鲜叶含水率
６５％左右结束，萎凋叶放入揉捻机不加压揉捻３０ｍｉｎ、重压揉
捻２０ｍｉｎ、轻压揉捻３０ｍｉｎ左右至成条结束，将揉捻叶放入
发酵机发酵（发酵温度３０℃，湿度９０％），然后于１１０℃初烘
１０ｍｉｎ，最后于８５℃足烘至茶叶含水率６％，得到干茶样。发
酵时间设为５ｈ，从０ｈ开始，每隔０．５ｈ取样１次，取样方法
为多点混合取样，共计取１０个样，样品均分２批处理，１批用
于色差即时测量，１批用上述加工工艺制作成干茶样保存，用
于生化成分测定及感官审评。

１．３．２　色差测量原理及方法　便携式色差仪的测量原理采
用国际照明委员会（ＣＩＥ）的 ＣＩＥ１９７６Ｌ、ａ、ｂ色度系统，借
助均匀色的立体表示方法将所有的颜色用 Ｌ、ａ、ｂ３个轴
的坐标来定义［９］。其中 Ｌ为垂直轴，代表明度，其取值从底
部０（黑）到顶部１００（白）；ａ、ｂ都为水平轴，表示不同的色
彩方向，ａ为红绿色的饱和度，其中－ａ为绿，＋ａ为红；ｂ

为蓝黄颜色的饱和度，其中－ｂ为蓝，＋ｂ为黄。Ｌ、ａ、ｂ

表示色系上任意２点间的距离，可以用来表示２个颜色之间
的总色差（ΔＥ）：ΔＥ＝［（ΔＬ）２＋（Δａ）２＋（Δｂ）２］／２。

利用便携式色差计测量茶叶发酵叶色差、茶汤色差，发酵

叶色差随机均匀选取１０个点直接测定；茶汤色差是所取茶样
即时用沸水按茶水体积比１∶５０冲泡５ｍｉｎ过滤后测定。
１．３．３　茶叶生化成分测定　茶黄素（ＴＦｓ）、茶红素（ＴＲｓ）、茶
褐素（ＴＢｓ）采用系统法检测［１０］。

１．３．４　茶样感官品质的评价方法　参照茶叶感官审评方法
ＧＢ／Ｔ２３７７６—２００９《差异感官审评方法》，并参照国家标准审
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评术语进行茶叶品质评价。评分项目有干茶色泽、香气、汤

色、滋味和叶底。

２　结果与分析

２．１　红茶发酵过程中发酵叶外观色差及茶汤色差的动态
变化

在茶叶加工过程中对茶叶外观色差以及茶汤色差进行跟

踪检测，由表１可以看出，茶叶外观亮度Ｌ值呈升—降的波动
趋势，发酵３．０ｈ后趋于稳定；红绿色度ａ值整体呈先上升后
下降趋势，发酵３．５ｈ开始趋于稳定；黄蓝色度ｂ值变化趋势
与ａ值大致相同。这与余书平等报道的Ｌ、ｂ值一直呈下降趋
势、ａ值呈上升趋势的结果不同［１１］。分析２次相邻时间点发
酵叶外观的色度变化 ΔＥ值变化规律发现，前 ３ｈΔＥ值较
小，说明发酵叶色度变化较慢；发酵３ｈ后ΔＥ值明显增大，说
明发酵叶色度有了较大的变化；然后随着发酵时间的延长，

ΔＥ值逐渐减小，至发酵４ｈΔＥ值接近０，说明发酵叶色度基
本稳定不再变化（图１）。

表１　红茶发酵过程中各时间段发酵叶外观色差变化

时间

（ｈ） Ｌ值 ａ值 ｂ值 ΔＬ值 Δａ值 Δｂ值 ΔＥ值

０．５ １１．０８ －１０．２２ －０．５９ ０．３８ ３．１６ ０．２９ ３．２５
１．０ １１．６０ －６．８１ －０．２４ ０．５２ ３．４１ ０．３６ ３．４７
１．５ １２．０４ －２．９６ ０．２５ ０．４４ ３．８５ ０．４８ ３．９０
２．０ １１．７１ －５．０１ －０．０１ －０．３３ －２．０５ －０．２６ ２．０９
２．５ １２．３５ －０．６１ ０．５３ ０．６４ ４．４０ ０．５４ ４．４７
３．０ １０．９２ －９．８７ －０．６５ －１．４３ －９．２６ －１．１８ ９．４５
３．５ １０．４９ －１３．２８ －０．９５ －０．４２ －３．４２ －０．３０ ３．４６
４．０ １０．５０ －１３．２８ －０．９５ ０．０１ ０．００ ０．００ ０．０１
４．５ １０．５３ －１３．１１ －０．９６ ０．０２ ０．１７ ０．００ ０．１６
５．０ １０．４９ －１３．１３ －０．９７ －０．０４ －０．０２ －０．０１ ０．０４

　　注：ΔＬ、Δａ、Δｂ、ΔＥ分别指相邻时间段茶样的亮度差值、红绿度
差值、黄蓝度差值、色差值。表２同。

　　由表２、图２可以看出，前５ｈ茶汤Ｌ值变化不明显；发酵
５ｈ，Ｌ值有明显下降，说明茶汤亮度降低；在发酵过程中，ａ、ｂ
值变化趋势不明显。利用ΔＥ值分析相邻时间发酵叶茶汤色
差的变化同样发现，ΔＥ值呈先上升后下降最后又上升的趋
势，分别在发酵３．５、５．０ｈ时有明显的上升，说明在这２个时
间点茶汤色差变化较大。

２．２　红茶发酵过程中茶黄素、茶红素及茶褐素含量的变化
利用系统法测定发酵过程中不同时间段发酵叶的色素含

量，结果（表３）表明，发酵初期茶黄素含量快速上升，茶红素、

表２　红茶发酵过程中各时间段发酵叶茶汤色差

时间

（ｈ） Ｌ值 ａ值 ｂ值 ΔＬ值 Δａ值 Δｂ值 ΔＥ值

０．５ ７０．８５ －０．５４ －６．４７ ０．４１ ０．０３ －０．２７ ０．４９
１．０ ７１．３０ －０．６３ －６．７１ ０．４５ －０．０９ －０．２４ ０．５２
１．５ ７１．１０ －０．７４ －６．５８ －０．２０ －０．１１ ０．１３ ０．２６
２．０ ７０．８１ －０．６４ －６．４０ －０．２９ ０．１０ ０．１８ ０．３６
２．５ ７０．９２ －０．７８ －６．８３ ０．１１ －０．１４ －０．４３ ０．４７
３．０ ７０．９０ －０．５４ －６．５２ －０．０２ ０．２４ ０．３１ ０．３９
３．５ ７０．９６ －１．７６ －５．５７ ０．０６ －１．２２ ０．９５ １．５５
４．０ ７０．８８ －０．９８ －５．６２ －０．０８ ０．７８ －０．０５ ０．７９
４．５ ７０．６５ －０．８９ －５．５３ －０．２３ ０．０９ ０．０９ ０．２６
５．０ ６９．８５ －０．４９ －５．４０ －１．１１ １．２７ ０．１７ １．７０

茶褐素含量缓慢上升；至发酵中期，茶黄素含量上升速度下

降，而茶红素含量快速上升，这是因为随着发酵程度的加深，

初期形成的茶黄素开始向茶红素转化；随着发酵的继续，茶黄

素、茶红素开始向茶褐素大量转化，使得两者含量有所下降，

茶褐素含量明显上升；同时，在发酵过程中ＴＲｓ／ＴＦｓ值呈先上
升后下降的趋势，在发酵４．０ｈ时达到最大值。红茶只有茶
黄素、茶红素、茶褐素比例适当才能形成优良品质，茶黄素是

红茶汤色“亮”的主要成分，同时也是形成“金圈”的最主要物

质，具有强烈的收敛性。茶红素是红茶汤色“红”的主要成

分，构成汤味的浓度，并且与茶汤的强度也有关，如果茶红素

的含量太高，茶汤便显得深暗，成品红茶中，一般 ＴＲｓ／ＴＦｓ值
以１１～１４为宜［１２－１４］。因此以茶色素为判断标准，本试验以

发酵３．５～４．０ｈ为最佳。
表３　红茶发酵过程中各时间段发酵叶色素含量

时间

（ｈ）
ＴＦｓ含量
（％）

ＴＲｓ含量
（％）

ＴＢｓ含量
（％） ＴＲｓ／ＴＦｓ值 含水率

（％）

０．５ ０．５３ ４．２９ ６．８９ ８．０９ ７．４７
１．０ ０．５４ ４．６４ ７．２４ ８．５９ ６．９３
１．５ ０．６０ ４．８８ ７．６６ ８．１３ ７．０９
２．０ ０．６５ ５．１０ ８．０３ ７．８５ ７．４３
２．５ ０．６８ ６．２６ ８．４３ ９．２１ ６．９９
３．０ ０．５７ ６．６１ ８．７７ １１．６０ ７．２８
３．５ ０．４７ ６．１７ ９．９２ １３．１３ ７．０７
４．０ ０．４２ ５．９６ １０．２５ １４．１９ ７．２１
４．５ ０．４０ ５．６２ １１．０４ １４．０５ ７．１５
５．０ ０．４０ ５．１９ １１．７８ １２．９８ ７．０９

２．３　不同发酵时间红茶干茶样感官品质
对不同发酵时间所加工成的茶样进行感官审评，由表４
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可见，发酵前３．０ｈ干茶色泽呈绿褐色，花杂较枯，汤色较淡，
有青气，带苦涩味，青张较多，发酵不足；发酵３．５～４．０ｈ，干
茶色泽乌润，汤色红亮，青气消失，果香高显，苦涩味消失，滋

味尚醇厚，略带甜，叶底红亮，茶叶感官品质较高，发酵适度；

发酵４．５ｈ开始，干茶色泽乌暗，汤色褐暗，有酸闷味，叶底红
暗，发酵过度。综合评定表明，发酵４．０ｈ的红茶干茶样感官
品质最高。综合感官审评结果显示，４．０ｈ为本试验的发酵
适宜时间。

表４　不同发酵程度茶样感官审评结果

时间（ｈ） 干茶色泽　 汤色 香气　　 滋味　　 叶底　 评分（分）

０．５ 绿褐花杂　 浅黄 青气 青味、苦涩 叶底青张多 ３９
１．０ 黄褐花杂　 浅黄 青气 青味、苦涩 色杂有青张 ４２
１．５ 黄褐花杂　 橙黄 青气 青味、苦涩 色杂有青张 ４８
２．０ 棕褐花杂　 橙黄 略有青气 青味、苦涩 色杂、尚红 ５５
２．５ 棕褐较枯　 橙红 清香偏青 略青、稍苦涩 尚红 ６０
３．０ 乌褐　　　 红 果香稍青 浓偏青 尚红亮 ６９
３．５ 乌褐尚油润 红亮 果香低 尚浓，略带甜 红亮 ７８
４．０ 乌褐油润　 红亮 果香高 尚醇厚，略带甜 红亮 ８３
４．５ 乌褐欠油润 红略暗 果香 尚醇，略酸 红稍亮 ７６
５．０ 乌暗　　　 红褐暗 果香酸闷味 尚醇欠爽略酸 红稍暗 ７０

２．４　红茶色素含量、发酵叶色差及感官审评结果关系分析
在发酵过程中，对发酵叶色度指标 Ｌ、ａ、ｂ、ΔＥ值与对应

干茶色素含量及感官品质得分的相关性进行研究，发现 Ｌ、ａ、
ｂ值与色素、感官评分三者之间并无显著的相关性，这可能是
因为茶叶发酵过程中色度变化比较复杂，亮度、红绿度或者黄

蓝度等单一指标不能表征其中的变化；但是ΔＥ值是总色差，
反映的是不同颜色间的综合区别。在茶叶发酵初期，随着叶

绿素的降解，茶黄素、茶红素开始生成，反映在茶叶色度上即

茶叶由绿色开始慢慢转黄色，ΔＥ值缓慢变化；随着叶温的不
断升高，酶促反应愈发剧烈，叶绿素损失殆尽，而茶黄素、茶红

素大量生成，反映在叶色上即在较短时间内转红，色度变化较

大，ΔＥ值变化处于高峰期；随着发酵程度的继续加深，酶促
反应剧烈进行，叶温升至整个发酵过程的最高点，茶黄素、茶

红素得到一定量的积累后，一部分开始向茶褐素转化。此时

茶叶内含成分达到优质红茶合理阈值［１２－１４］，叶色均匀红变，

在一定时间内色度变化较小，ΔＥ值在一定时间内趋于０，此
时视为发酵适度。如果发酵继续进行，茶黄素、茶红素大量转

化为茶褐素，叶色继而慢慢转为暗红，虽然ΔＥ值变化依然不
明显，但是红茶品质开始下降。因此在实际生产中，只要 ΔＥ
值趋于０开始，就应停止发酵。

分析茶汤色差与色素含量、感官品质的关系，发现发酵前

期，ΔＥ值的变化趋势与发酵叶色差相似，即初期 ΔＥ值先缓
慢变化；发酵中期，随着茶黄素、茶红素大量生成，ΔＥ值急剧
变化；发酵后期，茶黄素、茶红素得到一定量的积累，一部分开

始向茶褐素转化，此时叶色均匀红变，在一定时间内色度变化

较小，ΔＥ值在一定时间内趋于０，视为发酵适度；如果继续发
酵，茶褐素大量产生，对茶汤颜色影响较大，ΔＥ值又明显上
升，发酵过度，这与发酵叶的色差变化趋势有所不同。

因此，通过测量发酵叶外观色度变化趋势，同样以茶汤色

差作为辅助，能够对茶叶发酵程度作出较好的判定。

３　讨论

发酵是红茶加工的关键，掌握发酵的最佳程度是生产优

质红茶的保证。本研究表明，当红茶色素 ＴＲｓ／ＴＦｓ值达到理
论阈值［１２－１４］，发酵叶、茶汤色度变化的表征 ΔＥ值均接近０，

即发酵叶色度变化趋势较缓或基本保持不变，茶样感官评分

最高；而当红茶色素ＴＲｓ／ＴＦｓ值较低或ＴＢｓ含量较高时，发酵
叶、茶汤色度变化的表征 ΔＥ值较大，即发酵叶色度变化较
大，茶样感官评分较低。利用发酵叶、茶汤色度变化判定红茶

发酵适度，可以与茶叶色素组分含量及感官审评的结果达到

高度吻合，也就是说可以通过发酵叶、茶汤色度变化对茶样的

感官指标作出良好的表征和评判。因此，在发酵过程中，应实

时对发酵叶、茶汤的色度变化进行测定，根据上述方法，当色

度变化的表征ΔＥ值接近０时，即为发酵适度。
利用色差法判定红茶发酵程度的方法投资较少、操作简

单、准确度高、重复性强，能够教好地反映红茶的发酵程度，理

论上可以解决只能靠个人经验判断发酵程度的难题。但是由

于茶树品种、地域因素及气候条件不同等因素的影响，可能会

表现出红茶发酵的时间、叶色变化速度和程度与本研究不尽

相同的情况，在生产上应用时仍需试验验证并加以校正。
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　　摘要：采用改性壳聚糖作为载体研究改性壳聚糖作为固定化材料对纤维素酶吸附大小的影响。结果表明，当交联
剂浓度达到４％时对改性固定化酶活性影响最大，改性壳聚糖固定化酶的最适ｐＨ值为４．３，改性壳聚糖作为载体的固
定化纤维素酶米氏常数为３．７×１０－３，未改性壳聚糖为载体的固定化纤维素酶的米氏常数为７．２×１０－３，用改性壳聚
糖作为载体的固定化纤维素酶最适温度为５５℃左右。结果表明，改性壳聚糖作为载体固定化纤维素酶可以提高游离
酶的性质。

　　关键词：纤维素酶；壳聚糖；固定化；改性
　　中图分类号：Ｓ１８８　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）１０－０１６０－０４

收稿日期：２０１６－０９－１２
基金项目：四川省乐山市科技计划（编号：１３ＳＺＤ１３６）。
作者简介：毛加宁（１９６１—），男，四川乐山人，副教授，主要从事生物
学科教学论、生物化学等相关研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｊｎ２６０５７００＠
１６３．ｃｏｍ。
通信作者：农　向，博士，副教授，主要从事生物化学、病虫害防控等
相关研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｏｎｇｘ２００８＠１６３．ｃｏｍ。

　　纤维素作为地球上最丰富的可再生资源，具有广阔的开
发利用前景，以纤维素酶为固化对象，通过试验比较化学改性

与未改性壳聚糖固化酶载体，探索固化酶的制备方法与性质，

旨在研究固化酶的最适条件，从而改善传统意义壳聚糖固定

化纤维素酶的相关研究。甲壳类动物废弃的外壳中可以提取

一种多糖———壳聚糖，学名为２－氨基－１，４－β葡聚糖，含有
极其丰富的甲壳素（ｃｈｉｔｉｎ）。壳聚糖的结构与纤维素类似，也
是至今为止在自然界中被发现的唯一的阳离子型可食用纤

维，对疾病有很好的保健和预防作用［１－４］。由于分子中存在

氨基，使其易于酶共价结合，也可络合金属离子，化学性质较

稳定，耐热性好，经常作为固定化酶的载体［５－８］。本试验通过

采用化学方法改性壳聚糖固定化纤维素酶，改变壳聚糖的某

些分子结构，探索相比未改性壳聚糖分子更优化的性质。

本研究采用简单的化学方法对壳聚糖进行了改性，并采

用拉曼光谱和Ｘ光衍射分别测定了改性壳聚糖的部分性质。
最后，研究了改性壳聚糖固定化纤维素酶的效果。

１　材料与方法

１．１　试验材料
纤维素酶，壳聚糖，氨基硫脲－壳聚糖改性产物，３，５－二

硝基水杨酸染色液，羧甲基纤维素钠盐溶液，其他试剂均为分

析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　纤维素酶液的制备　取１ｇ纤维素酶，加入１０００ｍＬ
蒸馏水，充分搅拌直至全部溶解，得纤维素酶液，４℃保存
备用。

１．２．２　羧甲基纤维素钠盐溶液的配制　准确称取１．００ｇ羧
甲基纤维素钠，用５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ５．０的柠檬酸钠缓冲
液加热溶解后，转移到１００ｍＬ容量瓶中，待冷却后，用该缓冲
液定容至刻度，４℃保存备用。母液 Ａ（０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶
液）：称取４２．０３ｇＣ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２Ｏ溶解稀释至１０００ｍＬ；母液
Ｂ（０．２ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液）：称取 ５８．８２ｇＮａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７·
２Ｈ２Ｏ溶解稀释至１０００ｍＬ；取２０．５ｍＬ母液Ａ和２９．５ｍＬ母
液 Ｂ混合，调节 ｐＨ值至 ５．０，稀释至 ２００ｍＬ，即得
５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为 ５．０的柠檬酸钠缓冲液。
１．２．３　固定化酶活性测定　在一定量固定化酶中（一般取
０．１～０．５ｇ）加入一定量（一般为３．０ｍＬ）羧甲基纤维素钠盐
溶液，４０℃水浴保温 １０ｍｉｎ后离心 ５ｍｉｎ，吸取反应液
２．０ｍＬ，加入０．４ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，加入０．８ｍＬ３，５－
二硝基水杨酸显色剂，定容至６．２ｍＬ，沸水浴中加热５ｍｉｎ后
流水冷却，在最适条件（４０℃）下，１ｍｉｎ内催化１μｍｏｌ底物
转化为产物所需的酶量定为１个活性单位，用７２１分光光度
计在４９０ｎｍ处测定吸光度［５］。

１．２．４　壳聚糖改性产物的制备　壳聚糖乙酸溶液的制
备［１］：将１ｇ壳聚糖在１００ｍＬ蒸馏水中浸泡润湿１５ｍｉｎ，然
后加入４０ｍＬ２．５％的乙酸溶液，充分搅拌使其溶解，即得到
壳聚糖乙酸溶液。
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