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　　【摘要】　对 ５０份普洱茶样进行了检测，表明普洱茶样中丙烯酰胺（ＡＡ）含量总体较低（２０５～９１９５ｎｇ／ｇ）。

通过对渥堆茶样中 ＡＡ生成量与蔗糖、葡萄糖、果糖含量进行相关性分析，得出蔗糖含量与 ＡＡ生成量相关系数最

大（Ｒ２＝０５７７６），果糖次之（Ｒ２＝０４９７７），葡萄糖相关性最小（Ｒ２＝０２５６７）。渥堆普洱茶样中天冬酰胺含量低

于检测限，无法检出。同时结合文献推测认为普洱茶渥堆发酵过程中 ＡＡ主要是通过丙烯醛途径生成，天冬酰胺途

径贡献很小。
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　　引言

丙烯酰胺（ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，简称 ＡＡ）之所以受到关
注是因为它的毒性。目前食品中 ＡＡ数据主要来源
于欧洲、北美洲、南美洲，亚洲地区相关数据较

少
［１］
。我国对 ＡＡ的研究起步较晚，对中式传统食

品中 ＡＡ含量状况了解较少，茶叶中 ＡＡ含量数据
尚处于空白状态。目前国际上茶叶中 ＡＡ含量检测
相关文章仅有 ５篇［２～６］

，我国学者
［２］
在多个茶样中

检出 ＡＡ，其中普洱茶检出率最高。因此有必要对
不同种类的普洱茶叶中 ＡＡ含量进行系统测查。渥
堆发酵是普洱茶加工过程中核心工序，在微生物分

泌的胞外酶的酶促作用、微生物呼吸代谢产生的热

量和茶叶水分湿热协同作用下，发生了一系列氧化、

聚合、缩合、分解等复杂的化学变化，从而形成了普

洱茶的特征品质
［７～８］

。本文对不同种类普洱茶及渥

堆发酵过程中不同发酵阶段的普洱茶 ＡＡ含量进行
检测，揭示 ＡＡ的变化规律，研究其生成机理。



１　材料与方法

１１　材料与试剂
在云南省当地市场和普洱茶生产厂采购普洱茶

样品，共计５０份，涉及 ８个产区、１０个普洱茶生产
厂，所选样品具有代表性。选用的普洱茶样品包括

晒青毛茶、普洱生茶、普洱熟茶 ３个种类，样品份数
分别为７、１０和３３。普洱茶渥堆茶样由云南某普洱
茶生产厂提供（２００９年 １２月 ～２０１０年 ２月），渥堆
发酵期间，每 ７ｄ翻堆一次，同时进行科学取样，取
得样品共计 ８个，发酵时间分别为 ０、７、１４、２１、２８、
３５、４２、４９ｄ。

试剂有：ＡＡ、２１种氨基酸、蔗糖、葡萄糖（Ｇｌｃ）、
果糖（Ｆｒｕ）标准品和异硫氰酸苯酯（ＰＩＴＣ）衍生剂
（纯度大于９９８％，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；１３Ｃ３ＡＡ标准
品（ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，ＵＳＡ）；甲醇、乙腈
（色谱纯，美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；甲酸（纯度 ９８％以
上，德国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；氩气（纯度 ９９９％以
上，北京市华元气体化工有限公司）；液氮（纯度

９９９％以上，北京诚为信气体销售中心）。
１２　主要设备与仪器

实验仪器包括：Ｗａｔｅｒｓ ２６９５型ＨＰＬＣ ＭＳ／ＭＳ
系统（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；三重四极杆串联质谱仪
ＱｕａｔｔｒｏＭｉｃｒｏ（英国 Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ公司）；氮吹仪（上海
安谱科学仪器公司）；ＳＰＥ固相萃取柱 ＣｌｅａｎｅｒｔＰＣＸ
（６０ｍｇ，美 国 Ａｇｅｌａ公 司）；ＨＰＬＣ系 统 （德 国
ＫＮＡＵＥＲ系列）；示差折光检测器（德国 ＫＮＡＵＥＲ
系列）。

１３　实验方法
１３１　茶叶样品中 ＡＡ的测定

茶样前处理
［２］
：将１份散茶茶样品均匀混合，采

用四分法获得足够量的样品；或将 １份紧压茶茶样
敲碎，采用四分法获得足够量样品。准确称取 １０ｇ
茶粉，放入５０ｍＬ离心管中，加入 １ｍＬ质量浓度为
９００ｎｇ／ｍＬ的 １３Ｃ３ＡＡ标准溶液和 ９ｍＬ超纯水，剧
烈振荡混匀，２５℃振荡浸提 ２０ｍｉｎ。振荡浸提之后
分别加入１０ｍＬ乙腈溶剂、４ｇ无水硫酸镁和 ０５ｇ
氯化钠，迅速将离心管闭合，振荡 １ｍｉｎ。冷冻离心
１０ｍｉｎ，温度４℃，转速５０００ｒ／ｍｉｎ。将９ｍＬ的乙腈
层转移至试管中，５０℃水浴条件下氮气吹干。取
０５ｍＬ超纯水溶解试管壁上的残余物，水抽提物过
０４５μｍ水系微孔滤膜，之后进行固相萃取（ＳＰＥ）
处理。

ＳＰＥ处理［２］
：将 ＰＣＸ柱用２ｍＬ甲醇和 ２ｍＬ水

活化，之后加０５ｍＬ水复溶物过柱，收集流出物，再
加０５ｍＬ超纯水淋洗残留于 ＰＣＸ柱上的 ＡＡ，合并

得 １ｍＬ提取液，做 ０２２μｍ水系微孔滤膜，待
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ检测。

色谱条件：采用 ＶｅｎｕｓｉｌＡＳＢ Ｃ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），柱温为 ３０℃；流动相为
９０％的０１％甲酸水溶液和 １０％乙腈，采用等度洗
脱程序；流速为０４ｍＬ／ｍｉｎ；进样量为２０μＬ。

质谱条件：采用 ｗａｔｅｒｓＨＰＬＣ ＭＳ／ＭＳ系统，电
喷雾（ＥＳＩ）离子源，正离子模式。定量采用 ＭＲＭ模
式，ＡＡ离子通道为 ｍ／ｚ７２＞５５，１３Ｃ３ＡＡ离子通道
为 ｍ／ｚ７５＞５８。毛细管电压 １ｋＶ，锥孔电压 ２０Ｖ，
源温度１１０℃。氮气作为脱溶剂气，脱溶剂气温度
４００℃，脱溶剂气流速６００Ｌ／ｈ，锥孔气流５０Ｌ／ｈ。氩
气作为碰撞气，碰撞气压力为 ２００ＭＰａ，碰撞气能量
１３ｅＶ。ＭＲＭ模式采集数据的驻留时间为０４ｓ，每
次扫描时间为０１ｓ。
１３２　茶叶样品中氨基酸的测定

茶样前处理：将渥堆茶样冷冻干燥至含水率

２％，研磨制粉，过 ４０目筛。准确称茶粉 ０５０００ｇ，
加入２５ｍＬ蒸馏水，８０℃水浴３０ｍｉｎ，每隔１０ｍｉｎ摇
匀一次，之后将浸提液置于冰水浴中迅速冷却至室

温，补足２５ｍＬ。上清液过 ０２２μｍ水系微孔滤膜，
得氨基酸提取液。

氨基酸衍生：准确量取氨基酸标准溶液或茶样

氨基酸提取液２００μＬ，分别置于 １ｍＬ离心管中，准
确加入 ２０μＬ正亮氨酸溶液（１ｍｇ／ｍＬ），之后加入
三乙胺乙腈溶液 １００μＬ，ＰＩＴＣ乙腈溶液 １００μＬ，振
荡混匀，室温避光放置１ｈ，然后加入正己烷４００μＬ，
振荡之后避光放置１０ｍｉｎ，取下层溶液，过 ０４５μｍ
水系微孔滤膜，待测。

流动相配制：流动相 Ａ，称取 １５２ｇ无水醋酸
钠，加水１８５０ｍＬ，溶解后用冰醋酸调 ｐＨ值至 ６５，
然后加乙腈 １４０ｍＬ，混匀，用 ０４５μｍ水系滤膜过
滤；流动相 Ｂ，８０％乙腈水溶液。

ＨＰＬＣ ＰＤＡ检测方法：色谱柱为ＶｅｎｕｓｉｌＡＡ柱
（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），柱温４２℃，进样量２μＬ，
检测波长为 ２５４ｎｍ。洗脱程序采用了时间、流动
相、流速三维梯度变化，见表１。
１３３　茶叶样品中糖的测定

茶样前处理同１３１节。
ＨＰＬＣ测定方法：ＷａｔｅｒＳｕｇａｒ Ｐａｒｋ Ⅰ糖柱

（６５ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ），糖保护柱 Ｓｕｇａｒ Ｐａｋ１，
柱套 Ｇｕａｒｄ Ｐａｋ，进样量 ２０μＬ，流动相为 ５０ｍｇ／Ｌ
ＥＤＴＡ钙钠盐，流速为０５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为９０℃。
１３４　数据处理

所有实验均重复 ３次。采用 ＳＡＳ软件对实验
结果进行方差分析、回归分析和 Ｄｕｎｃａｎ多重比较。
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采用ＭｉｃｒｏｃａｌＯｒｉｇｉｎ８０软件（ＭｉｃｒｏｃａｌＳｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．，
Ｎｏｒｔｈａｍｐｔｏｎ，ＵＳＡ）进行图形绘制和曲线拟合。

表 １　分离氨基酸衍生物的洗脱程序

Ｔａｂ．１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｐｒｏｇｒａｍｅｍｐｌｏｙｅｄｆｏｒｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

时间

／ｍｉｎ

流动相 Ａ

体积分数／％

流动相 Ｂ

体积分数／％

流速

／ｍＬ·ｍｉｎ－１

０ ９３ ７ １

５ ９３ ７ ０３５

１４００ ０３５

１４０１ ０８

３０ ６２ ３８

４０ ０ １００ １

４５ ９３ ７ １

５５ ９３ ７ １

　　注：洗脱程序在５～３０ｍｉｎ，流动相 Ａ从 ９３％匀速降至 ６２％，而

流动相 Ｂ则从７％匀速升至３８％。洗脱程序在１４０１～４０ｍｉｎ，流速

从０８ｍＬ／ｍｉｎ匀速升至１ｍＬ／ｍｉｎ。

２　结果与分析

２１　普洱茶样品中 ＡＡ含量
表２显示了普洱茶样品中 ＡＡ检测结果，在所

有检测的５０份云南普洱茶样品中，共有７份样品未
检出ＡＡ，占到样品总数的１４％。其余样品中 ＡＡ质
量比为２０５～９１９５ｎｇ／ｇ，共有 ２６份样品 ＡＡ检测
低于１０ｎｇ／ｇ，占检出样品总数的 ６０４７％。３３份普
洱熟茶样品中，共有 ２份样品未检出 ＡＡ，在普洱熟
茶样品中占到 ６０６％；１０份普洱生茶样品中，有
３份未检出，占普洱生茶样品的 ３０％；７份晒青毛茶
中，未检出样品共有 ２份，占晒青毛茶样品的
２８５７％，与普洱生茶相当。未检出率从大到小依次
为普洱生茶、晒青毛茶、普洱熟茶。

检测结果说明普洱茶中 ＡＡ含量相对较低，与
我国学者研究结果类似

［２］
。Ｙｏｓｈｉｄａ等［６］

在对日本

加工 食 品 调 查 中 发 现 绿 茶 中 ＡＡ 含 量 低 于
“Ｈｏｕｊｉｃｈａ”茶和炒制大麦茶，其中绿茶 ＡＡ质量比
为２０～１００ｎｇ／ｇ，“Ｈｏｕｊｉｃｈａ”茶作为炒制绿茶的一类
其 ＡＡ质量比为 １９０～５７０ｎｇ／ｇ，大麦茶 ＡＡ质量比
为１８０～３２０ｎｇ／ｇ，而 Ｏｎｏ对大麦茶的检测结果则更
高（２００～６００ｎｇ／ｇ）［３］，与咖啡粉中 ＡＡ相当［９］

。

Ｍｉｚｕｋａｍｉ等［４］
对茶叶样品检测发现，“Ｈｏｕｊｉｃｈａ”茶

中 ＡＡ含量要远高于绿茶、黑茶、乌龙茶，其质量比
为２４７～１８８０ｎｇ／ｇ。可以看出，不同种类茶中 ＡＡ
含量差异较大，可能是茶叶加工工艺不同所致。日

本茶叶
［４］
中“Ｈｏｕｊｉｃｈａ”茶的杀青温度在１７０～２００℃

表 ２　普洱茶样品中 ＡＡ含量

Ｔａｂ．２　ＡＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎＰｕｅｒｈｔｅａｓａｍｐｌｅｓ

品名 产地 类别 丙烯酰胺质量比／ｎｇ·ｇ－１

普洱熟茶 下关 熟散 ６１０±０２８

普洱熟茶 下关 熟散 ４１７±０１２

普洱熟茶 下关 熟散 ２９７±０９５

普洱熟茶 下关 熟沱 ７３７±０９８

普洱熟茶 临沧 熟砖 ４６０±１１２

普洱熟茶 双江 熟散 ３３７±０７６

普洱熟茶 双江 熟散 ５００±０９０

普洱熟茶 双江 熟散 ４５３±０３７

普洱熟茶 双江 熟饼 ５１０±１６１

普洱熟茶 勐海 熟散 ６６０±０８３

普洱熟茶 勐海 熟散 ２６８３±２４５

普洱熟茶 勐海 熟散 １３２０±１２７

普洱熟茶 勐海 熟饼 １３５７±０８４

普洱熟茶 勐海 熟散 ３４０±０９３

普洱熟茶 勐海 熟散 ６１０±０３５

普洱熟茶 勐海 熟散 ５８７±１３８

普洱熟茶 勐海 熟饼 ８９７±２３１

普洱熟茶 昆明 熟散 １５２７±０９９

普洱熟茶 昆明 熟散 １８２７±２１０

普洱熟茶 昆明 熟饼 １８２０±３０６

普洱熟茶 宁洱 熟散 １１６０±２７９

普洱熟茶 宁洱 熟散 ３５３±０９７

普洱熟茶 宁洱 熟散 ４４０±１２０

普洱熟茶 宁洱 熟饼 ２７０±０１６

普洱熟茶 澜沧 熟散 —

普洱熟茶 澜沧 熟散 ４４９７±３８７

普洱熟茶 澜沧 熟茶 ６３９３±３９３

普洱熟茶 澜沧 熟饼 —

普洱熟茶 潞西 熟散 ６４００±２６２

普洱熟茶 潞西 熟饼 ２０５±０７７

普洱熟茶 勐海 熟饼 ４２３３±２５９

普洱熟茶 潞西 熟散 ７０４３±１６０

普洱熟茶 潞西 熟饼 ８６５７±３６２

晒青毛茶 下关 —

晒青毛茶 双江 ６１０±１７１

晒青毛茶 勐海 ７４０±２５４

晒青毛茶 勐海 ９７３±０８３

晒青毛茶 宁洱 ５８３±１７６

晒青毛茶 澜沧 —

晒青毛茶 勐海 ３３５±０２９

普洱生茶 下关 生沱 ９１９５±２８５

普洱生茶 临沧 生饼 ７８６０±２４１

普洱生茶 双江 生饼 ８３０±１３９

普洱生茶 勐海 生饼 —

普洱生茶 勐海 生饼 ９１０±０９８

普洱生茶 昆明 生饼 —

普洱生茶 宁洱 生饼 ７０３±０６２

普洱生茶 澜沧 生饼 —

普洱生茶 潞西 生饼 ２０００±３１０

普洱生茶 潞西 生饼 ５５４０±５６３
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之间，绿茶的杀青温度在 １２０～１４０℃之间，我国普
洱茶的杀青温度为 １３０～１５０℃［１０］

，与日本绿茶相

近，而且茶制品中 ＡＡ含量水平相当。同时同种类
茶叶中的 ＡＡ含量也有很大不同，原因可能是加工
产地不同和所采用的加工原料不同。晒青毛茶、普

洱生茶和普洱熟茶的主要区别在于普洱熟茶的加工

过程中有一个渥堆发酵环节，而晒青毛茶和普洱生

茶无此发酵环节，其品质特征更接近于传统绿茶。

２２　渥堆发酵过程中氨基酸含量变化

２００２年，Ｍｏｔｔｒａｍ［１１］和 Ｓｔａｄｌｅｒ［１２］曾指出热加工
食品中 ＡＡ是由氨基酸和羰基化合物在高温条件下
通过美拉德反应最终生成。因此研究普洱茶中 ＡＡ
生成机理就有必要监测发酵期间普洱茶样品中氨基

酸和糖含量的变化，以明确氨基酸、糖与 ＡＡ生成量
之间的相关性。

通过对渥堆茶样进行氨基酸分析检测，结果发

现渥堆茶样中天冬酰胺（Ａｓｎ）含量低于检测限，无
法检出。发酵工序对不同氨基酸（图 １～３）具有不
同的影响作用，并且呈现出规律性的变化。

图 １　渥堆发酵期间茶氨酸、缬氨酸和

色氨酸含量变化趋势

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｈｅａｎｉｎｅ，ｖａｌｉｎｅａｎｄ

ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｗｅｔｓｔｏｒｅｄ

Ｐｕｅｒｈｔｅａｓａｍｐｌｅｓ
　

图 １显示了茶氨酸（Ｔｈｅａ）、缬氨酸（Ｖａｌ）和色
氨酸（Ｔｒｐ）在渥堆发酵过程中的变化趋势，随着发
酵程度的加深，３种氨基酸都呈现逐渐下降的趋势。
通过 Ｏｒｉｇｉｎ８０软件线性拟合得到，Ｔｈｅａ含量相对
于发酵时间的拟合公式为 Ｙ＝７１８８－０１４９ｘ，Ｒ２＝

０９７３４；Ｔｒｐ拟合公式为 Ｙ＝３７０２－００１６ｘ，Ｒ２＝
０９６０９；Ｖａｌ拟合公式为 Ｙ＝１１６６－００１２ｘ，Ｒ２＝
０７６６。在发酵过程中，３种氨基酸含量都逐渐减
少，可能是因为参与了发酵过程中的其他反应，如美

拉德反应，或者作为氮源营养被发酵微生物所利

用
［１３］
。

图２显示了渥堆发酵过程中丙氨酸（Ａｌａ）、异亮
氨酸（Ｉｌｅ）含量变化趋势。可以看出，随着渥堆发酵
程度的加深，Ａｌａ和 Ｉｌｅ含量都呈现逐渐升高的趋
势，在发酵结束后Ａｌａ含量增加了５７７４％，而Ｉｌｅ增

加了 ３３３２％。采用 Ｏｒｉｇｉｎ８０软件的指数衰减模
型拟合得到了相关性较高的拟合模型，Ａｌａ含量对
于 发 酵 时 间 的 拟 合 公 式 为 Ｙ ＝８２２７ －
３５４１ｅ－ｘ／１７２３１，Ｒ２＝０９２８３；Ｉｌｅ的拟合公式为 Ｙ＝
３０２５－０８３８ｅ－ｘ／１８８３５，Ｒ２＝０９３９９８。

图 ２　渥堆发酵期间丙氨酸、异亮氨酸含量变化趋势

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｌａｎｉｎｅａｎｄ

ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅｏｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｗｅｔｓｔｏｒｅｄ

Ｐｕｅｒｈｔｅａｓａｍｐｌｅｓ
　

图３显示了渥堆发酵过程中精氨酸（Ａｒｇ）的变
化趋势，随着渥堆发酵时间的延长精氨酸含量呈现

抛物线式的变化趋势。通过 Ｏｒｉｇｉｎ８０软件多项式
回归模型拟合，Ａｒｇ含量对于发酵时间的拟合公式
为 Ｙ＝５３８８＋０６２７ｘ－００１２ｘ２，Ｒ２＝０８８４３。

图 ３　渥堆发酵期间精氨酸含量变化趋势

Ｆｉｇ．３　Ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆａｒｇｉｎｉｎｅｏｎ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｗｅｔｓｔｏｒｅｄＰｕｅｒｈｔｅａｓａｍｐｌｅｓ
　

渥堆发酵对天冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）、酪
氨酸（Ｔｙｒ）和甲硫氨酸（Ｍｅｔ）含量变化影响见表 ３。
可以看出在渥堆发酵过程中以上４种氨基酸含量较
为稳定，没有发生显著变化（ｐ＜００５）。

２３　渥堆发酵过程中糖含量变化

渥堆发酵过程中蔗糖、葡萄糖（Ｇｌｃ）和果糖
（Ｆｒｕ）变化如图 ４所示。３种糖在普洱茶原料中含
量不同，蔗糖和葡萄糖含量接近，而果糖最低；之后

的渥堆发酵过程中，蔗糖在发酵初始含量突然增高，

含量超过葡萄糖，在发酵第７天时达到最高点，之后
则呈现逐渐降低的趋势，发酵结束时降幅达到

３７７１％；葡萄糖和果糖含量变化类似，都呈现逐渐
降低的趋势，发酵结束时葡萄糖降幅达 ２５５２％，果
糖降幅达１０１６％；渥堆发酵结束时，普洱茶中葡萄
糖含量最高，蔗糖次之，果糖含量最少。可以看出，

６２１ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１２年



　　 表 ３　渥堆发酵过程中天冬氨酸、谷氨酸、酪氨酸和甲硫氨酸含量

Ｔａｂ．３　ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＡｓｐ，Ｇｌｕ，ＴｙｒａｎｄＭｅｔｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｗｅｔｓｔｏｒｅｄＰｕｅｒｈｔｅａｓａｍｐｌｅｓ ｍｇ／ｇ

样品编号 天冬氨酸（Ａｓｐ） 谷氨酸（Ｇｌｕ） 酪氨酸（Ｔｙｒ） 甲硫氨酸（Ｍｅｔ）

翻堆 ０ １２２２±４９５ａｂ ２０９８±７８２ｂ ３２１±０７９ｂ ０８４±０１５ａｂ

翻堆 １ １１６５±２３０ｂ ２８６７±１３４５ａｂ ５２２±２９１ａｂ １２１±０７ａｂ

翻堆 ２ １４１３±３５１ａｂ ４３３０±２６２１ａ ６８８±０５９ａ １４３±０３９ａ

翻堆 ３ １２７２±０８４ａｂ １７７２±０７３ｂ ５６９±２１４ａｂ ０８０±０３３ａｂ

翻堆 ４ １５８０±３８７ａｂ １９７０±６４０ｂ ５３５±１１９ａｂ ０９４±０５４ａｂ

翻堆 ５ １７０２±０８６ａ ２０６１±２７０ｂ ４６１±０１５ａｂ ０６９±０１３ｂ

翻堆 ６ １４０２±０３５ａｂ ２１７６±０７３ｂ ４７７±０１０ａｂ １０４±００４ａｂ

翻堆 ７ １１７１±０３５ｂ １７２４±２３１ｂ ３９４±１５６ｂ １０１±００７ａｂ

　　注：同列中不同小写字母表示在 ｐ＜００５水平存在显著性差异

３种糖含量在渥堆发酵过程中有波动，但总趋势是
减少的。原因在于微生物大量繁殖，小分子糖作为

碳源营养被消耗，同时在发酵的过程中还参与美拉

德反应，因此，在渥堆发酵后期，小分子糖含量逐渐

减少
［１３］
。

图 ４　渥堆发酵期间蔗糖、葡萄糖、果糖的变化趋势

Ｆｉｇ．４　Ｔｒｅｎｄｓｏｆｓｕｃｒｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｆｒｕｃｔｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｄｕｒｉｎｇｗｅｔｓｔｏｒｅｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＰｕｅｒｈｔｅａ
　

２４　渥堆发酵过程中 ＡＡ含量与糖含量相关性

图 ６　渥堆发酵期间蔗糖、葡萄糖、果糖含量与 ＡＡ生成量相关性的散点图

Ｆｉｇ．６　Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｓｏｆｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｓｕｃｒｏｓｅ，ｇｌｕｃｏｓｅ，ｆｒｕｃｔｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄＡＡｃｏｎｔｅｎｔ

ｄｕｒｉｎｇｗｅｔｓｔｏｒｅｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＰｕｅｒｈｔｅａ
　

在渥堆发酵期间 ＡＡ含量变化趋势见图 ５。从
图中可以看出，未发酵茶叶原料中 ＡＡ含量很少，发
酵初始 ＡＡ含量迅速攀升，第 ７天时达到最大值。
之后随着发酵时间的延长，ＡＡ含量有波动，但总体
呈现降低的趋势。结果表明，渥堆发酵对于 ＡＡ的
生成有抑制或降低的作用。发酵初始 ＡＡ含量迅速
富集，目前尚未清楚其形成原因，但可以观察到此现

象与蔗糖在渥堆发酵过程中变化趋势类似。因此，

对蔗糖、葡萄糖、果糖含量变化与 ＡＡ生成变化进行
了相关性分析。

图 ５　渥堆发酵期间 ＡＡ含量变化趋势

Ｆｉｇ．５　ＴｒｅｎｄｓｏｆＡＡｃｏｎｔｅｎｔｓｄｕｒｉｎｇｗｅｔｓｔｏｒｅｄ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＰｕｅｒｈｔｅａ
　
蔗糖、葡萄糖、果糖含量与 ＡＡ含量相关性分析

结果见图６。从图中可以看出蔗糖含量与 ＡＡ生成
量相关系数最大，果糖次之，葡萄糖相关性最小，即

渥堆发酵期间普洱茶中蔗糖的含量影响 ＡＡ生成作
用最大，果糖影响作用次之，而葡萄糖的影响作用最

小。前期实验结果表明，渥堆茶样中未检测出天冬

酰胺，因此天冬酰胺途径对渥堆茶样中 ＡＡ的生成
没有贡献，这也是导致普洱茶中 ＡＡ含量低的主要
原因，由此可以认为天冬酰胺是普洱茶中 ＡＡ生成

的限制性因素。单糖可以降解转化生成丙烯醛，可

以与在渥堆发酵过程中产生的 ＮＨ３
［１３～１５］

结合通过

丙烯醛途径最终生成 ＡＡ，由此可以解释蔗糖和果
糖对 ＡＡ生成有影响作用的原因。由于丙烯醛还可
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以由茶多糖、寡糖、脂类
［９，１６］

等降解转化生成，这也

是最终导致蔗糖和果糖与 ＡＡ生成的相关性不高的
原因。

以上结论可以概括为，普洱茶渥堆发酵过程中

ＡＡ主要是通过丙烯醛途径生成，天冬酰胺途径贡
献很小，这也是普洱茶样品中 ＡＡ生成量较低的主
要原因。蔗糖、果糖通过降解转化生成丙烯醛来影

响 ＡＡ的生成，因此与 ＡＡ生成有一定的相关性，但
由于还有其他途径可以生成丙烯醛，由此就解释了

与 ＡＡ相关性并不是很高的原因。由于，天冬酰胺
在渥堆茶样中含量很少，因此可以认为天冬酰胺是

渥堆普洱茶样中 ＡＡ生成的限制性因素，这与文
献［４］观点一致。

以上所得出的结论可以部分解释渥堆发酵过程

中是由于糖含量降低而导致 ＡＡ生成量降低。渥堆
发酵过程是一个复杂的化学变化过程，其中茶多酚

和没食子酸的变化是显著而主要的
［８，１７］

。这类多

酚类物质都具有较强的抗氧化性，虽然目前对于抗

氧化性物质对 ＡＡ抑制作用尚无定论，但也有一些
研究表明某些抗氧化剂对 ＡＡ具有抑制作用，由此
推测茶样中的多酚类物质在渥堆发酵过程中也可能

对 ＡＡ的生成发挥了抑制效果。

３　结束语

对５０份普洱茶样进行了 ＡＡ含量检测，结果显
示，普洱茶样中 ＡＡ总体较低（２０５～９１９５ｎｇ／ｇ）。
３种普洱茶的未检出率存有较大差异，普洱生茶与
晒青毛茶接近，而远高于普洱熟茶。

渥堆发酵工序对茶氨酸、缬氨酸、色氨酸、丙氨

酸、异亮氨酸和精氨酸具有不同的影响作用，并且呈

现出规律性的变化，通过软件拟合得到了相应的拟

合模型。

渥堆发酵过程中，蔗糖、葡萄糖和果糖含量有波

动变化，但总体上呈下降趋势。通过对 ３种糖含量
与 ＡＡ生成量相关性分析，并结合氨基酸测定结果
得出，普洱茶渥堆发酵过程中 ＡＡ主要是通过丙烯
醛途径生成，天冬酰胺途径贡献很小，这也是普洱茶

样品中 ＡＡ生成量较低的主要原因。蔗糖、果糖通
过降解转化生成丙烯醛来影响 ＡＡ的生成，因此与
ＡＡ生成有一定的相关性，但由于还有其他途径可
以生成丙烯醛，由此就解释了与 ＡＡ相关性并不高
的原因。由于天冬酰胺在渥堆茶样中含量很少，因

此可以认为天冬酰胺是普洱茶渥堆发酵过程中 ＡＡ
生成的限制性因素。
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