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本标准按照GB/T 1.1 -2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
本标准由黄山海关提出。
本标准由安徽省茶产业标准化技术委员会归口。
本标准起草单位：黄山海关、安徽大学。
本标准主要起草人：陈琦、潘天红、吴琼、朱林、姚剑、竺剑波、张勉、沈奇。
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[bookmark: 茶叶中主要品质成分快速测定-近红外光谱法][bookmark: _Hlk47001778][bookmark: _Hlk47001863]

近红外光谱法测定茶叶中蔗糖含量
[bookmark: 1__范围][bookmark: _bookmark1][bookmark: _Toc51571955][bookmark: _Toc51572971][bookmark: _Hlk47002004]1  范围
本标准规定了茶叶中蔗糖含量的近红外光谱快速测定方法。
本标准适用于绿茶。
[bookmark: 2__规范性引用文件][bookmark: _bookmark2][bookmark: _Toc51571956][bookmark: _Toc51572972]2  规范性引用文件
下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。
GB/T 8302 茶 取样
[bookmark: _Toc51571958][bookmark: _Toc51572974]GB 5009.8 食品安全国家标准  食品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的测定
[bookmark: _Toc51571957][bookmark: _Toc51572973]3  原理
利用蔗糖中含有的 C-H、O-H、C-C 等化学键的振动或转动，以漫反射方式获得在近红外区的吸收光谱，建立茶样近红外光谱与其蔗糖含量的化学计量学模型，实现基于茶叶近红外光谱信息的蔗糖含量快速预测。
4  术语与定义
4.1 相关系数 related coefficient, R
近红外光谱法测定值与经典法（现行国家标准分析方法）测定值的相关性，通常定标样品相关系数以 R 表示，预测样品相关系数以 r 表示，用于考察样本的预测值和实测值之间的相关程度，R/r 越接近于1，说明预测值与标准值之间相关度越高，其计算公式为：
                                                            (1)
式中：
样品 i 的近红外光谱模型预测值；
样品 i 的标准值；
样品标准值均值；
样品集样本总数。
4.2 交叉验证均方根误差  root mean square error of cross validation, RMSECV
样品的近红外光谱模型预测值与标准方法测定值之间的标准差，表示定标模型调整后的准确度，一般用于评价某种建模方法的可行性及所建模型的预测能力，在模型训练过程中通过交互验证方法计算，其计算公式为：

[bookmark: _Hlk47001941]                                                          (2)
式中：
训练集中剔除样品 i 利用剩余样品建模后，样品 i 的近红外光谱模型预测值；
训练集中样品 i 的标准值；
训练集样本数。
4.3 预测均方根误差 root mean square error of prediction, RMSEP
模型对预测集样本预测的均方根误差，用于评价所建模型对外部样本的预测能力，预测均方根误差越小，表明模型对外部样品的预测能力越好；反之，其预测能力越差，计算公式为：

                                                                   (3)
式中：
预测集中样品 i 的标准值；
预测集中样品 i 的近红外光谱模型预测值；
预测集样本数。
4.4 标准差 standard deviation, σ
标准差是对一组数据平均值分散程度的一种度量。标准差较小，表示这些数值较接近平均值，即测量精确度较高，计算公式为：

                                                                     (4)
式中：
样品 i 的近红外光谱模型预测值；
n个样品近红外光谱模型预测值平均值；
样品集样本总数。
4.5 重复性 repeatability, SDr
测量数值集合的标准差，用于评价相同条件下，同一被测样品在短时间内多次制样、测量，所得结果的一致性，即重复性测量时的误差，利用标准差公式（4）计算。
4.6 异常样品
样品近红外光谱与定标样品差别过大，具体表现为样品近红外光谱的马哈拉诺比斯(Mahalanobis) 距离(H 值)大于设定的阈值范围，则该样品被视为异常样品。
[bookmark: _Toc51571959][bookmark: _Toc51572975]5  仪器设备
5.1  近红外光谱仪
傅里叶变换红外光谱仪（配置近红外光谱积分球附件），光谱范围为4000-10000 cm-1。
5.2  软件
适合 WINDOWS 和 Mac 操作系统，具有 NIR 光谱数据的收集、存储、预处理、建模和预测等功能。
[bookmark: _Toc51571960][bookmark: _Toc51572976]6  测定
6.1  测试前的准备
6.1.1 从待测茶叶样品中按 GB/T 8302 方法取出一部分有代表性的样品。
6.1.2 样品粉碎成粉末，过40目筛，取3g放入石英样品杯中，保证样品杯底部样品均匀。
6.1.3 扫描光谱前，先将仪器预热 30min，保持仪器系统内部稳定；待预热完毕后，对仪器进行自检， 查看仪器是否运行正常。
6.1.4 仪器及采集条件（仅供参考）
傅立叶变换红外光谱仪（配置近红外光谱积分球附件）
模式：能量扫描；
测定模式：吸光度；
扫描波数范围：4000~10000 cm-1；
扫描次数：20次；
光源：钨灯光源；
分辨率：4 cm-1；
检测器：选项2；
动镜速度：2.8mm/s。
6.1.5 在使用状态下，每5个小时扫描一次仪器自带的标准白板，保证光谱的准确性。
6.1.6 在光谱采集过程中，每个样品采集20次，将光谱平均值作为该样品的最终光谱。
6.2 定标
6.2.1 定标样品收集
代表性定标样本不少于100个；
利用近红外光谱仪并按 6.1说明方法，采集所收集代表性样品光谱数据，所有样本光谱数据存储在 5.2 所示软件中；
利用相应的标准方法（2 规范性引用文件），分别检测每个样本的蔗糖含量，建立定标模型蔗糖标准值数据库并存储在 5.2 的软件中。
6.2.2 预测模型建立
利用所有定标样品光谱数据及所对应的蔗糖含量标准值，基于软件偏最小二乘（PLS）工具箱建立基于近红外光谱的蔗糖快速预测模型。PLS分别通过对输入光谱数据X和对应检测指标Y进行分解：

                                                                          

                                                                          
式中，T和U分别为X和Y矩阵的得分矩阵，P和Q分别为X和Y的载荷矩阵，E、F分别为X和Y的拟合残差，建立T和U矩阵之间的线性回归关系，即；对于未知样本进行蔗糖含量预测时，有：

                                                                          
评价模型的预测可靠性（验证），使用“交叉检验”和“外部检验”（交叉检验中建模和检验使用相同的样品系列，外部检验需使用两个样品系列）。
PLS 模型的评判指标主要包括：相关系数(R)，交叉验证均方根误差(RMSECV)和预测均方根误差(RMSEP)。
6.2.3 定标模型升级
定标模型升级可完善模型结构，拓宽模型时间维度。选择代表性样品，采集样本光谱数据并采用国标检测方法测定其内含蔗糖含量，通过拓展样本数据时间尺度完善模型信息结构，可提高模型适用范围。
6.3 未知样本测定
将待测茶样按照 6.1.2 进行处理，将样本粉碎后进行试样填充，放入已预热光谱仪扫描窗口；样品放置好后，根据 6.1.3 所示步骤扫描光谱，调用定标分析模型，基于光谱数据预测待测样品蔗糖含量。
6.4 异常样品的分类和处理
异常样品可分为“好”、“坏”两类样本，其中“好”异常样品可增加样本数据集代表性，从而增加该模型的分析能力，而“坏” 的异常样品破坏数据代表性，降低模型预测性能。目前异常样本的判断指标主要有： H 值和RMSECV。通常，“好”的异常样品 H 值为≤5，“坏”的异常样品 H 值>5；通常“好”的异常样品加入定标模型后，RMSECV不会显著增加，而“坏”的异常样品加入定标模型后，RMSECV 将显著增加。
当近红外光谱分析发现异常样品时，需通过理化检测方法对该样品进行指标分析，同时对该异常样品类型进行属性确定，剔除“坏”异常样本，保留“好”异常样本并更新数据库，基于数据库升级定标模型。
[bookmark: _Toc51571961][bookmark: _Toc51572977]7  允许分析误差
允许分析误差见表 1。

表 1 允许分析误差
	样品组分
	含量（%）
	重复性（SDr）≤
	[bookmark: _Hlk53135171]预测均方根误差（RMSEP）≤

	蔗糖
	≥10
	1
	1.5

	
	＜10
	0.8
	1.2



[bookmark: _Toc51571962][bookmark: _Toc51572978]8  定标模型的验证及评价
8.1  验证的基本要求
8.1.1 下列情况之一，需要验证定标模型
1）定标模型首次使用时，或定标模型更新后，或更换仪器时
2）样品来源发生重大改变时
3）仪器维修或者更换光源配件后
4）每年至少需要验证 2 次
8.1.2 验证集样品应覆盖样品的产地、不同等级、批次等，然后从中挑选出具有代表性的样品，对定标集进行验证。验证样品的范围应在定标集模型的含量范围内，数量不少于 30 个。
8.1.3 样品组分的标准值，应由有资质的实验室，按照规定的标准方法进行测定。样品组分化学分析应与近红外光谱分析同期进行。
8.1.4 验证测试时的温度应与定标模型建立时的温度相一致。
8.2  验证的内容及评价
8.2.1  准确性验证
采用验证集样品对定标模型的准确性进行验证时，验证的预测均方根误差（RMSEP）应符合 6.2.2 中的规定。
不符合要求的，不能通过验证，应该查明原因，否则，不能用该仪器进行预测。
8.2.2  重复性验证
采用验证集样品对定标模型的重复性进行验证。
选择组分含量在定标范围内高、中、低的 3 个验证集样品，分别测定 10 次，各测定结果的重复性应符合表 1 要求。
不符合要求的，不能通过验证，应该查明原因， 重新进行验证，直至符合要求。
[bookmark: _Toc51571963][bookmark: _Toc51572979]9  仪器及模型建档
包括：
a）定标模型的名称和编号；
b）定标模型组分的浓度范围；
c）定标模型使用的温度允许范围；
d）定标模型首次调用时间和更新时间
e）异常样品的类型、品种、界限和处理的有关信息；
f）验证样品类型；
g）验证样品个数；
h）验证样品采集及预处理方法，见附录A；
i）验证样品的组分浓度范围；
j）验证样品测试浓度范围；
k）测定化学值的标准方法；
l）定标模型验证评价（SEP 和 R）；
m）验证单位；
n）验证日期。
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[bookmark: _Toc51571964][bookmark: _Toc51572980]附录 A
（规范性附录）
[bookmark: _Toc51571965]验证样品制备

A.1  所采集的样品含量应尽量均匀分布，且能代表近红外光谱定标模型成分含量所覆盖的范围。
A.2  样品采集后，需要粉碎成粉末，然后装入石英样品杯中，保证样品杯底部样品均匀
A.3  仪器预热后，扫描样品近红外光谱；对同批次样品粉碎后，使用牢固的包装密封物保存样品，并放在装有有效干燥剂的干燥器中盛放。
A.4  根据以下标准方法测定样品蔗糖含量。
GB5009.8-2016  食品安全国家标准 食品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的测定
A.5  测定结果应汇总统一处理，计算验证样品组分含量的标准值。

[bookmark: _Toc51572981]附录B
（规范性附录）
定标的总则和程序
B.1 样品的选择
参与定标的样品应具有代表性， 即需涵盖将来所要分析样品的特性。创建一个新的校正模型，至少需要收集 100个样品。样品过少，将导致定标模型的欠拟合性；样品过多，将导致模型的过拟合性。
B.2 稳定样品组
为了使定标模型具有较好的稳定性， 即其预测性性能不受仪器本身波动和样品的温度发生变化的影响， 在定标中应加上温度发生变化的样品和仪器发生变化的样品。
B.3 定标样品选择的方法
对定标样品的选择应使用偏最小二乘法 (PLS)。
B.4 定标样品真实值的测定
对于定标样品需要知道其蔗糖含量的真值，在实际测量中，通常以标准方法GB5009.8-2016 的测定值代替。
B.5 定标方法
偏最小二乘法 (partial least square, PLS)，该方法在确定独立变量时，不仅考虑光谱的信息(X 变量)，还考虑化学分析值(Y 变量)。它是目前近红外光谱分析上应用最多的回归方法，在制定本标准时应用PLS。
B.6 定标模型更新
定标是一个由小样本估计整体的计量过程，因此定标模型预测能力的高低取决于定标样品的代表性。由于预测样品的不确定性，因此，很难一下选择到合适的定标样品。所以，在实际分析工作中，通常用动态定标模型办法来解决这个问题。动态定标模型办法就是在日常分析中分析选择异常样品，定期进行定标模型的升级，可概括为以下步骤：
a）定标设计
b）分析测定
c）定标运算
d）实际预测
e）异常数据检查
f）再定标设计 
g）再分析测定 
h）再定标运算
B.7 对定标模型的检验和选取
检验定标模型的检验，其简单的方法是直接比较一个有代表样品群的预测值(y)和真实值((Y')，以预测误差平方的加权平均值(MSE)来表示：
        （8）
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