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Abstract： with the Rhodamine B content in extract as index， the optimum parameters，including
dispersant type，the ratio of dispersing agent and sample，composition of the eluent and elute
volume，of extracting Rhodamine B from chili were investigated by using orthogonal design L16（45）.
The optimum conditions for extracting Rhodamine B from chili powder are as follows：dispersant
type is silica gel，the ratio of dispersing agent and sample is 1∶1，composition of the eluent is 80% of
acetonitrile，elute volume is 20 mL. The optimum conditions for extracting Rhodamine B from
pepper oil are as follows：dispersant type is neutral aluminum oxide，the ratio of dispersing agent
and sample is 2 ∶1，composition of the eluent is 80% of methanol，elute volume is 20 mL. The
optimum conditions for extracting Rhodamine B from chili paste are as follows：dispersant type is

摘要： 采用改进的基质固相分散提取技术提取辣椒制品中的罗丹明 B，对提取工艺进行优化。选
择分散剂种类、分散剂与样品质量比、洗脱剂组成及洗脱剂用量作为研究因素，以提取液中罗丹
明 B 的含量为考察指标，运用 L16（45）正交试验优选出了辣椒面中提取罗丹明 B 的最优工艺条
件：分散剂硅胶，分散剂与样品质量比例 1∶1；洗脱剂为质量分数 80%乙腈水溶液，洗脱剂用量
20 mL。 辣椒油中提取罗丹明 B 最优工艺条件是：分散剂中性氧化铝，分散剂与样品质量比例
2∶1；洗脱剂为体积分数 80%甲醇水溶液，洗脱剂用量 20 mL。 辣椒酱中提取罗丹明 B 最优工艺
条件是：分散剂中性氧化铝，分散剂与样品质量比例 3∶1；洗脱剂为质量分数 80%乙腈水溶液，洗脱剂
用量 5 mL。 该提取方法萃取工艺简单，操作时间短，所需有机溶剂种类少，属环境友好型萃取方式。
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neutral aluminum oxide，the ratio of dispersing agent and sample is 3∶1，composition of the eluent is
80% of acetonitrile，elute volume is 5 mL. The extraction method is simple，convenient，less material
consumption and less organic solvent.
Keywords： rhodamine B，orthogonal experiment，matrix solid-phase dispersion extraction

罗丹明 B（Rhodamine B），又称四乙基罗丹明，
碱性玫瑰精，玫瑰红 B，俗称花粉红，是一种具有鲜
桃红色的人工合成的染料，属于咕吨系列的衍生物[1]。
缩写为 RhB，分子式为 C28H31ClN2O3，相对分子质量
为 479.017 5，其结构式见图 1。 罗丹明 B 易溶于水
和乙醇等有机溶剂，呈玫瑰红色溶液，稀释后有强
烈的荧光产生，微溶于盐酸和氢氧化钠溶液。 因其
颜色鲜亮，价格便宜，许多不法商贩将其加入到辣
椒面和辣椒油等辣椒制品中以达到颜色的效果。 中
国卫生部将罗丹明 B 列入《食品中可能违法添加的
非食用物质和易滥用的食品添加剂品种名单（第一
批）》中，禁止在食品中使用[2]。

图 1 罗丹明 B 的结构
Fig. 1 Structure of rhodamine B

目前，检测辣椒制品中罗丹明 B 的国家标准尚
未出台，而只有一些地方标准和行业标准[3]。 据文献
报道，检测罗丹明 B 所采用的样品前处理方式也多
为液液萃取或固相萃取[4-5]，所需的有机溶剂种类多、
调配复杂，实验所需耗材多、成本高。 本实验中采用
改进后的基质固相分散萃取技术，针对具有代表性
的 3 种辣椒制品即辣椒面、辣椒油和辣椒酱进行正
交试验，选用分散剂种类、分散剂与样品质量比、洗
脱剂组成及洗脱剂用量作为优化因素 [6-9]，确定前处
理过程中的最佳条件，利用高效液相色谱法进行罗
丹明 B测定。

1.1 标准品与试剂
标准物质罗丹明 B， Sigma 公司产品 ， 纯度

99.5%；乙腈，国药北京化学试剂有限公司产品，色
谱纯；甲醇，国药北京化学试剂有限公司产品，色谱
纯；甲酸，国药北京化学试剂有限公司产品，分析
纯；C18填料，国药北京化学试剂有限公司产品；弗罗
里硅土，国药北京化学试剂有限公司产品；中性氧
化铝，国药北京化学试剂有限公司产品；硅胶，国药
北京化学试剂有限公司产品。
1.2 仪器与设备

BS224S电子分析天平，北京赛多利斯仪器系统
有限公司制造；MS1 涡旋振荡器， 德国 IKA 公司制
造；KQ-2500E 超声清洗机，昆山市超声仪器有限公
司制造；3K30型离心机， 北京赛多利斯仪器系统有
限公司制造；MTN-2800D 氮吹仪，天津安特赛恩斯
仪器有限公司制造；玻璃研钵和杵，北京市宏捷成
生物科技有限公司提供。
1.3 提取工艺
对传统的基质固相分散萃取技术进行改进，将

1 g 加有罗丹明 B 标准品的辣椒制品置于玻璃研钵
中，混合均匀，加入分散剂，用研棒充分研磨，研磨
后移入试管中，加入洗脱剂，振摇均匀，超声 10 min
进行充分洗脱， 取提取液于 45℃下氮吹浓缩至干，用
乙腈将其复溶定容至 1 mL，过 0.22 μm有机滤膜。
1.4 标准曲线的制作
配制罗丹明 B的标准溶液， 质量浓度为 0.01 μg/

mL、 0.05 μg/mL、 0.2 μg/mL、 1 μg/mL、 5 μg/mL 和
10 μg/mL，以相对应的质量浓度为横坐标，以峰面
积为纵坐标，制作标准曲线。
1.5 罗丹明 B 含量的测定条件
采用高效液相色谱法测定溶液中罗丹明 B 的

含量。色谱柱：SB C18 4.6 mm×50 mm，1.8 μm；检测
波长550 nm；柱温 35 ℃；进样量 10 μL；体积流量
1.0 mL/min；流动相：乙腈/质量分数 0.2%甲酸溶液
（体积比 65∶35）。
1.6 正交试验设计
选择分散剂种类、分散剂与样品质量比、洗脱

剂组成及洗脱剂用量作为研究因素，其中分散剂与

材料与方法1
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洗脱剂的选用原则主要是相似相溶原理，在尽可能
提取出样品中目标物的同时尽量保留样品中其他

成分，避免这些成分对目标物检测产生干扰。 实验
最终以提取液中的罗丹明 B 萃取率为考察指标，通
过 L16（45）正交试验，选出最佳的辣椒制品中罗丹明
B的提取条件，因素水平表见表 1。

表 1 正交试验设计
Table 1 Orthogonal design

2.1 标准曲线
根据溶液中罗丹明 B 浓度与峰面积相对应的

关系，绘制的标准曲线如图 2 所示，得出的回归方
程为：y=116.252 4x+0.660 1，在 0.01~10 μg/mL质量
浓度范围内线性关系良好，相关系数为 0.999 9。

图 2 罗丹明 B 标准品溶液标准曲线
Fig. 2 Rhodamine B standard curve

2.2 正交试验结果与讨论
本实验中考察了 4 个因素和 4 个水平， 选择

L16（45）正交表，其中一列为空列。正交实验设计及各
个辣椒制品的实验结果见表 2—4。
由表 2、 表 3 和表 4 中对罗丹明 B 提取率的 R

值进行的分析，可以得出影响罗丹明 B 提取率的因
素大小关系为：D>A>B>C， 洗脱剂的选择影响作用
最大，分散剂的选择影响作用次之，洗脱剂的用量

影响作用最小。 根据各表中 K 值比较，确定辣椒面
最佳的提取工艺条件为 D3A4B3C2， 即洗脱剂为质量
分数 80%的乙腈水溶液，分散剂硅胶，分散剂与样
品质量比例 1∶1，洗脱剂体积 20 mL；辣椒油最佳的
提取工艺条件为 D4A3B1C2， 洗脱剂为体积分数 80%
的甲醇水溶液，分散剂中性氧化铝，分散剂与样品
质量比例 2∶1，洗脱剂体积 20 mL；辣椒酱最佳提取
工艺条件为 D3A3B2C4， 洗脱剂为质量分数 80%的乙
腈水溶液，分散剂为中性氧化铝，分散剂与样品质
量比例 3∶1，洗脱剂体积 5 mL。前两种辣椒制品的最
佳洗脱剂体积均为考察范围内的最大值 20 mL，通
过进一步研究，增加洗脱剂体积对罗丹明 B 的萃取
没有更大贡献，所以考虑到实验成本及环保，最终
选择 20 mL最宜。
表 5、 表 6 和表 7 更深入地分析了 4 个因素对

实验结果的影响程度，从 3 个表中可以看出，洗脱
剂和分散剂的选择对实验结果影响显著，其次分散
剂与样品质量比例的影响较前两者弱，洗脱剂的用
量对实验结果影响最不显著，各因素对实验结果的
影响显著性依次为： 因素 D （洗脱剂组成）>因素 A
（分散剂种类）>因素 B （分散剂与样品质量比例）>
因素 C（洗脱剂用量），此方差分析结果与极差分析
结果一致。
2.3 实验结果验证与讨论
通过对正交试验结果的极差与方差分析确定

的辣椒面的最佳组合为 A4B3C2D3，即分散剂硅胶，分
散剂与样品质量比例 1∶1，洗脱剂用量 20 mL，洗脱
剂选择质量分数 80%的乙腈水溶液；辣椒油的最佳
组合为 A3B1C2D4，即分散剂为中性氧化铝，分散剂与
样品质量比例 2∶1，洗脱剂用量 20 mL，洗脱剂为体
积分数 80%的甲醇水溶液； 辣椒酱的最佳组合是
A3B2C4D3，即分散剂为中性氧化铝，分散剂与样品质
量比例 3∶1， 洗脱剂用量 5 mL， 洗脱剂用质量分数
80%的乙腈水溶液。 将这 3种代表性的辣椒制品的
空白样中分别添加质量浓度为 100 μg/mL 的罗丹
明 B 标准溶液，使样品中目标物质的质量浓度分别
为 0.2 μg/mL、1 μg/mL 和 5 μg/mL， 按照分别的前
处理最优条件对每个样品的每一质量浓度进行 5
次检测，最后取平均值，经由标准曲线计算得到各
溶液中罗丹明 B 的浓度。 经计算目标物回收率在
80.6%~100.8%（见表 8）， 可以达到痕量分析的要
求。

结果与分析2

因素
水平

1 2 3 4

A 分散剂 C18
弗罗里
硅土

中性氧化铝 硅胶

B 分散剂
用量/g 2 3 1 4

C 洗脱剂
体积/mL 15 20 10 5

D 洗脱剂 乙腈 甲醇
质量分数 80%
乙腈水溶液

体积分数 80%
甲醇水溶液
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表 3 辣椒油样品正交实验表及结果
Table 3 Orthogonal results of Pepper Oil

实验序号
因素

萃取率/%
A 分散剂 B 分散剂用量/g C 洗脱剂体积/mL D 洗脱剂 E 空列

1 1 1 1 1 1 18.117

2 1 2 2 2 2 82.016

3 1 3 3 3 3 91.691

4 1 4 4 4 4 53.139

5 2 1 2 3 4 67.307

6 2 2 1 4 3 28.633

7 2 3 4 1 2 20.084

8 2 4 3 2 1 25.225

9 3 1 3 4 2 51.475

10 3 2 4 3 1 97.857

11 3 3 1 2 4 87.648

12 3 4 2 1 3 35.793

13 4 1 4 2 3 66.991

14 4 2 3 1 4 41.051

15 4 3 2 4 1 105.641

16 4 4 1 3 2 95.116

K1 244.963 203.890 229.514 115.045 246.840

K2 141.249 249.557 290.757 261.880 248.691

K3 272.773 305.064 209.442 351.971 223.108

K4 308.799 209.273 238.071 238.888 249.145

k1 61.241 50.973 57.379 28.761 61.710

k2 35.312 62.389 72.689 65.470 62.172

k3 68.193 76.266 52.361 87.993 55.777

k4 77.200 52.318 59.518 59.722 62.286

极差 R 41.888 25.293 20.328 59.232 6.509

表 2 辣椒面样品正交实验表及结果
Table 2 Orthogonal results of Chili Powder

实验序号
因素

萃取率/%
A 分散剂 B 分散剂用量/g C 洗脱剂体积/mL D 洗脱剂 E 空列

1 1 1 1 1 1 68.392

2 1 2 2 2 2 100.363

3 1 3 3 3 3 81.592

4 1 4 4 4 4 73.244

5 2 1 2 3 4 97.276

6 2 2 1 4 3 81.819

7 2 3 4 1 2 51.436

8 2 4 3 2 1 65.624

9 3 1 3 4 2 107.904
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表 4 辣椒酱样品正交实验表及结果
Table 4 Orthogonal results of Chili Paste

实验序号
因素

萃取率/%
A 分散剂 B 分散剂用量/g C 洗脱剂体积/mL D 洗脱剂 E 空列

10 3 2 4 3 1 87.041

11 3 3 1 2 4 97.355

12 3 4 2 1 3 70.682

13 4 1 4 2 3 76.725

14 4 2 3 1 4 41.917

15 4 3 2 4 1 85.264

16 4 4 1 3 2 62.617

K1 323.591 350.297 310.183 232.427 306.321

K2 296.155 311.140 353.585 325.959 322.320

K3 362.982 315.647 297.037 328.526 310.818

K4 266.523 272.167 288.446 348.231 309.792

k1 80.898 87.574 77.546 58.107 76.580

k2 74.038 77.785 88.396 81.490 80.580

k3 90.746 78.912 74.259 82.132 77.705

k4 66.631 68.042 72.112 87.058 77.448

极差 R 24.115 19.532 16.284 28.951 4

续表 3

实验序号
因素

萃取率/%
A 分散剂 B 分散剂用量/g C 洗脱剂体积/mL D 洗脱剂 E 空列

1 1 1 1 1 1 25.469

2 1 2 2 2 2 11.812

3 1 3 3 3 3 71.690

4 1 4 4 4 4 35.585

5 2 1 2 3 4 92.501

6 2 2 1 4 3 65.287

7 2 3 4 1 2 71.010

8 2 4 3 2 1 22.354

9 3 1 3 4 2 79.526

10 3 2 4 3 1 108.983

11 3 3 1 2 4 30.572

12 3 4 2 1 3 45.496

13 4 1 4 2 3 46.816

14 4 2 3 1 4 70.918

15 4 3 2 4 1 63.472

16 4 4 1 3 2 82.545

K1 144.556 244.312 203.873 212.894 220.278

K2 251.152 257.000 213.281 111.554 244.893

K3 264.577 236.744 244.488 355.720 229.291

K4 263.752 185.981 262.395 243.870 229.576

k1 36.139 61.078 50.968 53.224 55.070

k2 62.788 64.250 53.320 27.889 61.223
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表 7 辣椒酱样品正交实验方差分析
Table 7 Orthogonal analysis of variance of Chili Paste

实验序号
因素

萃取率/%
A 分散剂 B 分散剂用量/g C 洗脱剂体积/mL D 洗脱剂 E 空列

k3 66.144 59.186 61.122 88.930 57.323

k4 65.938 46.495 65.599 60.968 57.394

极差 R 30.005 17.755 14.631 61.041 6.153

续表 4

表 5 辣椒面样品正交实验方差分析
Table 5 Orthogonal analysis of variance of Chili Powder

因素 偏差平方和 自由度 偏差平方均值 F 值 P 值 显著性

A 分散剂 3 892.154 3 1 297.385 32.697 P<0.01 极显著

B分散剂与样品质量比例 1 639.398 3 546.466 13.772 P<0.05 显著

C洗脱剂体积/mL 902.148 3 300.716 7.579 P<0.1 较显著

D 洗脱剂 7 154.020 3 2 384.673 60.100 P<0.01 极显著

误差 119.036 3 39.679

表 6 辣椒油样品正交实验方差分析
Table 6 Orthogonal analysis of variance of Pepper Oil

因素 偏差平方和 自由度 偏差平方均值 F 值 P 值 显著性

A 分散剂 1 263.086 3 421.029 34.932 P<0.01 极显著

B分散剂与样品质量比例 766.744 3 255.581 21.205 P<0.05 显著

C洗脱剂体积/mL 627.726 3 209.242 17.360 P<0.5 显著

D 洗脱剂 2 017.796 3 672.599 55.804 P<0.01 极显著

误差 36.159 3 12.053

因素 偏差平方和 自由度 偏差平方均值 F 值 P 值 显著性

A 分散剂 2 519.672 3 839.891 32.208 P<0.01 极显著

B分散剂与样品质量比例 728.242 3 242.747 9.309 P<0.05 显著

C洗脱剂体积/mL 554.345 3 184.782 7.086 P<0.1 较显著

D 洗脱剂 7 578.991 3 2 526.330 96.879 P<0.01 极显著

误差 78.231 3 26.077

表 8 辣椒样品中罗丹明 B 回收率
Table8 Recovery of Rhodamine B in Chili sample

样品 加入量/（μg/mL） 回收率/% 相对标准偏差 RSD/%
辣椒面 0.2 85.9 3.6

1 96.6 2.6

5 100.8 1.4

辣椒油 0.2 81.6 3.4

1 97.5 2.2
5 99.7 1.9

辣椒酱 0.2 80.6 4.0

1 94.3 2.9
5 98.3 2.0
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表 9 辣椒样品中罗丹明 B 最优提取条件
Table 9 Optimal extraction conditions of Rhodamine B in Chili sample

样品 洗脱剂 分散剂 分散剂与样品质量比例 分散剂用量/mL

辣椒面 质量分数 80%乙腈水溶液 硅胶 1∶1 20

辣椒油 体积分数 80%甲醇水溶液 中性氧化铝 2∶1 20

辣椒酱 质量分数 80%乙腈水溶液 中性氧化铝 3∶1 5

同时对实验结果进行验证，确定在各自的最优
条件下，3 种辣椒产品中罗丹明 B 的最高提取率分
别为 ： 辣椒面 100.8% ， 辣椒油 99.7% ， 辣椒酱
98.3%。
实验操作简单，有机溶剂种类少，只用到了乙

腈和甲醇，改进后省去了固相萃取小柱，避免了在
液液萃取或固相萃取过程中，可能由于所用有机溶
剂复杂，或萃取小柱批次不同而导致的实验结果不
稳定，或目标物残留在柱上等会影响目标物回收率
的情况产生，并且节省了实验成本。
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利用改进后的基质固相分散技术的正交试验，

进行辣椒制品中罗丹明 B 的提取工艺的研究，并对
实验结果进行极差和方差分析，得到最优提取工艺
条件，如表 9所示。
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