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В данной статье представлены твердофазно-спектрофотометрические методики определе-
ния нитритов с использованием сафранина и реактива Грисса, иммобилизованных в прозрачной 
полиметакрилатной матрице. Предложенные методики основаны на взаимодействии иммобилизо-
ванных в матрице реагентов с нитрит-ионами в анализируемом растворе и образовании в твердой 
фазе окрашенного азосоединения с максимумом поглощения 490 нм при использовании реакти-
ва Грисса или уменьшении поглощения при 530 нм в случае применения сафранина. Найдены оп-
тимальные условия для определения нитрит-ионов реагентами, иммобилизованными в полимета-
крилатной матрице, исследовано мешающее влияние широкого круга посторонних ионов, а также 
гуминовых кислот, присутствующих в анализируемом растворе, и оценены аналитические харак-
теристики разработанных методик. В качестве оптимальных условий взаимодействия нитритов с 
иммобилизованным в матрице реактивом Грисса выбрано время контакта 15 мин при pH = 1. Взаи-
модействие нитрит-ионов с сафранином в полиметакрилатной матрице протекает в сильнокислых 
средах (pH ~ 0) в течение 5 мин. В предложенных условиях диапазон определяемого содержания 
нитритов составляет от 1.0 до 3.0 мг/л с пределом обнаружения, рассчитанным по 3s-критерию, 0.9 
мг/л и от 1.0 до 5.0 мг/л с пределом обнаружения 0.5 мг/л при использовании иммобилизованных в 
матрице реактива Грисса и сафранина соответственно. Разработанные твердофазно-спектрофо-
тометрические методики были успешно применены для определения нитритов в питьевой и ми-
неральной воде, являются простыми, недорогими и нетоксичными, выполнимы с использованием 
стандартного спектрофотометрического оборудования.
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This paper presents a solid phase spectrophotometric method for the nitrite determination with safranin 
and Griess reagent immobilized in a transparent polymethacrylate matrix. The proposed method is based 
on the interaction between the nitrites in water with reagents immobilized into the matrix and the formation 
of azocompound in the solid phase. The use of the Griess reagent leads to the formation of the azocolored 



253

Аналитика и контроль.       2015.        Т. 19.        № 3.

compound with an absorption maximum at 490 nm. In the case of using safranin the decrease in absorbance 
at 530 nm is observed. The optimal conditions for the nitrite determination and interference from foreign ions 
were studied and the analytical performance characteristics of the developed method were estimated. The 
optimized conditions gave the response time of 15 min and pH = 1 for when using the Griess reagent. Nitrite 
interacts with safranin in polymethacrylate matrix in strongly acidic media (pH ~ 0) for 5 min. Under these 
experimental conditions the ranges of determined concentrations are 1.0-3.0 mg/L with 3s detection limit of 
0.9 mg/L and 1.0-5.0 mg/L with the limit of detection of 0.5 mg/L when using immobilized in matrix Griess 
reagent and safranin respectively. The proposed methods were successfully applied to the determination of 
nitrites in drinking and mineral water. These methods are simple, inexpensive, non-toxic, and fast and use 
only the conventional instrumentation.

Keywords: nitrite, polymethacrylate matrix, immobilized reagents, solid-phase spectrophotometry.

ВВЕДЕНИЕ
Нитрит-ионы требуют строгого контроля их со-

держания в объектах окружающей среды, пищевых 
продуктах, а также в водах различного назначения, 
в которых, как правило, избыточное содержание 
нитритов связано с источниками загрязнения про-
мышленного и сельскохозяйственного происхожде-
ния. Для определения нитритов широко используют 
спектрофотометрические методы. В большинстве 
случаев определение основано на синтезе азокра-
сителей, получаемых диазотированием первичных 
ароматических аминов с участием нитритов и по-
следующим сочетанием диазония с аминами или 
фенолами [1]. К настоящему времени предложено 
множество реагентов для спектрофотометрическо-
го определения нитрит-ионов по реакциям диазо-
тирования и азосочетания, из которых наиболее 
широко используют реактив Грисса [2-5]. Основной 
проблемой определения нитритов, основанного на 
реакции образования азосоединения, является дли-
тельность анализа из-за двухстадийности процес-
са, токсичность реактивов и низкая устойчивость 
большинства компонентов, используемых в каче-
стве диазосоставляющей, что затрудняет приготов-
ление и хранение растворов реагентов. Одним из 
способов повышения устойчивости реагентов яв-
ляется их иммобилизация на твердый носитель. 
Кроме того, это дает возможность повысить чув-
ствительность определения, снизить мешающее 
влияние сопутствующих элементов, присутствую-
щих в объекте анализа, автоматизировать процесс 
определения. Использование твердых носителей 
с иммобилизованными реагентами также позволя-
ет разработать на их основе простые, дешевые, не 
требующие лабораторного оборудования методы 
для экспрессного определения веществ, в том чис-
ле и нитритов [6]. В настоящее время существует 
широкий выбор твердых носителей для иммобили-
зации реагентов и проведения реакции, наиболь-
ший интерес из которых представляют оптически 
прозрачные носители. Прозрачность и отсутствие 
собственной окраски носителя реагентов облегчает 
визуальную и инструментальную оценку изменения 
окраски носителя после его контакта с определяе-
мым веществом. В частности, для определения ни-
тритов с использованием иммобилизованных реа-
гентов в различных объектах окружающей среды и 

пищевых продуктах в качестве носителей реаген-
тов показана применимость целлюлозных мембран 
[7-9], полиуретана [10], нафиона [11], золь-гель ма-
трицы [12], желатинового геля [13].

Настоящая работа посвящена изучению воз-
можности твердофазного спектрофотометрическо-
го определения нитрит-ионов с использованием 
стандартного фотометрического реагента (реакти-
ва Грисса) и сафранина, иммобилизованных в оп-
тически прозрачной полиметакрилатной матрице.

Экспериментальная часть
Полиметакрилатную матрицу в виде прозрач-

ной пластины толщиной 0.60 ± 0.04 мм получали 
радикальной блочной полимеризацией по методи-
ке [14]. Из исходного образца вырезали пластины 
размером 6.0×8.0 мм массой около 0.05 г. Головной 
раствор с содержанием нитрит-ионов 1 мг/см3 го-
товили в соответствии с ГОСТ 4212-76 [15]. Рабо-
чие растворы с меньшим содержанием нитрит-и-
онов готовили разбавлением данного раствора в 
дистиллированной воде. Головной 0.02 % раствор 
сафранина готовили растворением точной наве-
ски реагента в бидистиллированной воде, рабо-
чий раствор сафранина готовили разбавлением го-
ловного раствора в дистиллированной воде в день 
эксперимента. Головные растворы реагентов, не-
обходимых для приготовления реактива Грисса, го-
товили следующим образом: водный 1 % раствор 
сульфаниловой кислоты получали растворением 
навески в дистиллированной воде; водный 0.01 % 
раствор 1-нафтиламина получали растворением 
точной навески массой 0.01 г в горячей дистилли-
рованной воде и кипятили в течение 15 минут, ох-
лаждали, переносили в мерную колбу емкостью 100 
мл, затем добавляли 5 мл ледяной уксусной кис-
лоты. Реактив Грисса готовили смешением 2.5 мл 
раствора сульфаниловой кислоты и 2.5 мл раство-
ра 1-нафтиламина и доводили дистиллированной 
водой до метки в мерной колбе емкостью 50 мл в 
день эксперимента.

В работе использовали ГСО с концентраци-
ей ионов F–, PO4

3–, NO3
–, NO2

–, SO4
2–, Co(II), Cd(II), 

Zn(II), Fe(III), Cu(II), Ni(II), Al(III), Mg(II), Ca(II), Mn(II) 1 
мг/см3. Рабочие растворы с меньшими концентра-
циями готовили разбавлением головных раство-
ров дистиллированной водой в день эксперимента. 
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Также в работе использовался раствор гуминовых 
кислот с концентрацией 1 мг/см3, приготовленный 
растворением навески в дистиллированной воде.

Необходимое значение pH растворов созда-
вали хлороводородной кислотой. Для контроля pH 
растворов использовали иономер И-160. Все изме-
рения проводили при температуре 22 ± 3 ºС. Все 
реактивы имели квалификацию «х.ч.» или «ч.д.а.» 
и применялись без дополнительной очистки. 

Иммобилизацию реактива Грисса в полиме-
такрилатную матрицу проводили из раствора в ста-
тическом режиме в течение 10-30 минут, иммоби-
лизацию сафранина – в течение 15-60 с.

Взаимодействие нитритов c реагентами, им-
мобилизованными в полиметакрилатной матрице, 
изучали в статических условиях. Для этого матрицу 
с иммобилизованным реагентом помещали в 50 мл 
раствора нитрит-ионов с различной концентраци-
ей и значением рН, перемешивали в течение 5-60 
минут на универсальном вибромеханическом сме-
сителе WU-4 со скоростью перемешивания 150 ± 
10 об./минуту и регистрировали спектры поглоще-
ния или измеряли оптическую плотность А в мак-
симуме полосы поглощения.

Спектры поглощения и оптические плотности 
полиметакрилатной матрицы измеряли с помощью 
спектрофотометров Shimadzu UV mini – 1240 и Spe-
kol 21. Для этого образцы полиметакрилатных ма-
триц помещали в стеклянную кювету с длинной оп-
тического пути 0.1 см. Оптические характеристики 
полиметакрилатной матрицы с иммобилизованны-
ми реагентами после контакта с раствором нитри-
тов измеряли относительно немодифицированной 
полиметакрилатной матрицы.

Результаты и их обсуждение
Реактив Грисса широко используется для спек-

трофотометрического определения нитритов. Реак-
ция взаимодействия нитритов с реактивом Грисса 
протекает в две стадии с образованием интенсив-
но окрашенного азосоединения.

Полиметакрилатная матрица после процесса 
иммобилизации реактива Грисса остается прозрач-
ной и неокрашенной. Матрица с иммобилизован-
ным реагентом при взаимодействии с раствором 
нитритов изменяет окраску в зависимости от рН 
анализируемого раствора. На рис. 1 и в табл. 1 
представлены результаты исследования влияния 
рН раствора нитритов на цвет и максимум полосы 

поглощения азокрасителя, образующегося в по-
лиметакрилатной матрице. Наиболее интенсивно 
окрашиваются пластины, полученные при значени-
ях pH = 0 и 1 растворов нитритов. Однако, как по-
казали дальнейшие исследования, после контак-
та матриц с иммобилизованным реактивом Грисса 
с раствором нитрит-ионов при значениях рН ~ 0 с 
течением времени происходит разрушение азокра-
сителя, образующегося в полиметакрилатной ма-
трице, и пластины обесцвечиваются. Поэтому для 
дальнейших исследований выбрано значение рН 
растворов нитритов равное 1 и в качестве анали-
тического сигнала – оптическая плотность при дли-
не волны 490 нм.

В работе исследовано влияние времени им-
мобилизации на аналитический сигнал. Установ-
лено, что с увеличением времени контакта поли-
метакрилатной матрицы с раствором реагента 
увеличивается и аналитический сигнал после кон-
такта матриц с раствором нитритов и становится 
постоянным при времени иммобилизации в интер-
вале времени от 10 до 30 минут. Поэтому во всех 
дальнейших экспериментах устанавливали время 
иммобилизации 10 минут.

При изучении зависимости аналитического 
сигнала от времени контакта полиметакрилатной 
матрицы с анализируемым раствором в интерва-
ле от 5 до 60 минут установлено, что длительный 
контакт матрицы с раствором нитритов в течение 

Рис. 1. Спектры поглощения азокрасителя в полимета-
крилатной матрице и образцы матриц с иммобилизован-
ным реактивом Грисса после контакта с раствором ни-
тритов при значениях pH: 1 – 3, 2 – 2, 3 – 1, 4 – 0.2, 5 – 0

Таблица 1
Цвет и максимум поглощения азокрасителя, образующегося в полиметакрилатной матрице, от значения 
рН раствора нитритов

Значение рН раствора нитритов Цвет азокрасителя в матрице λмах, нм
0 фиолетовый 535

0.2 розово-фиолетовый 520
1 красно-оранжевый 490
2 оранжевый 470
3 – –
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40 и более минут способствует уменьшению окра-
ски матрицы, вероятно, это связано с разрушени-
ем образующегося в матрице азокрасителя. В ка-
честве оптимального времени взаимодействия 
матрицы с анализируемым раствором при опре-
делении нитритов иммобилизованным реактивом 
Грисса выбрано время контакта 15 минут. На рис. 2 
представлены спектры поглощения азокрасителя, 
образующегося в полиметакрилатной матрице, в 
выбранных условиях взаимодействия нитрит-ио-
нов с реактивом Грисса, в зависимости от концен-
трации нитрит-ионов в растворе.

В данной работе с целью повышения экспресс-
ности определения нитритов исследована возмож-
ность применения сафранина, иммобилизованного 
в полиметакрилатной матрице, поскольку реакция 
диазотирования с использованием данного реаген-
та протекает в одну стадию [7]. Полиметакрилатная 

матрица после контакта с раствором сафранина 
окрашивается в малиновый цвет, в спектре погло-
щения появляется максимум при длине волны 530 
нм. В результате взаимодействия сафранина, им-
мобилизованного в полиметакрилатную матрицу, 
с раствором нитритов наблюдается уменьшение 
интенсивности малиновой окраски, что сопрово-
ждается снижением поглощения реагента пропор-
ционально увеличению концентрации нитритов в 
растворе (рис. 3). За аналитический сигнал выбра-
на оптическая плотность при длине волны, соот-
ветствующей максимуму полосы поглощения ре-
агента в полиметакрилатной матрице.

Условия иммобилизации реагента в полиме-
такрилатную матрицу подобраны в результате из-
учения влияния концентрации сафранина и вре-
мени контакта матрицы с раствором реагента на 
величину аналитического сигнала. Установлено, 
что наибольший аналитический сигнал достигает-
ся при проведении иммобилизации реагента в ма-
трицу из 0.01 % раствора сафранина в течение 15 с.

Реакция взаимодействия нитрит-ионов с сафра-
нином протекает в кислых средах, в связи с этим 
было исследовано влияние содержания кислоты 
в анализируемом растворе в диапазоне от 0.25 до 
5.0 моль/л на аналитический сигнал в присутствии 
и отсутствии нитрит-ионов в растворе. Наибольшая 
разница в аналитическом сигнале наблюдается при 
проведении реакции в растворе с содержанием кис-
лоты от 2.5 моль/л. В связи с этим, в дальнейшей 
работе исследование взаимодействия иммобили-
зованного в полиметакрилатную матрицу сафра-
нина с нитрит-ионами проводили в растворе с со-
держанием хлороводородной кислоты 2.5 моль/л.

Время контакта полиметакрилатной матрицы 
с анализируемым раствором влияет на ее оптиче-
скую плотность и определяет интервал линейно-
сти зависимости аналитического сигнала от кон-
центрации нитритов в анализируемом растворе. 
В работе рассмотрено взаимодействие матрицы с 
аналитом в течение 5 и 15 минут. Несмотря на по-
вышение чувствительности определения нитрит-и-
онов, с увеличением времени контакта происходит 
уменьшение диапазона линейной зависимости ана-
литического сигнала от концентрации нитритов в 
растворе. При контакте матрицы с анализируемым 
раствором в течение 5 минут диапазон определя-
емого содержания (ДОС) нитритов составляет 1.0-
5.0 мг/л, при увеличении времени взаимодействия 
до 15 минут верхняя граница ДОС уменьшается до 
3.0 мг/л. В связи с этим выбрано время контакта 5 
минут, что, в свою очередь, значительно повыша-
ет экспрессность определения нитритов.

На основании проведенных исследований 
разработаны методики твердофазно-спектрофо-
тометрического определения нитритов.

Методика определения нитритов с ис-
пользованием реактива Грисса, иммобилизо-
ванного в полиметакрилатной матрице. В 50 

Рис. 2. Спектры поглощения азокрасителя в полимета-
крилатной матрице и образцы матриц с иммобилизован-
ным реактивом Грисса после контакта с раствором ни-
тритов различной концентрации, мг/л: 1 – 0, 2 – 1, 3 – 3, 
3 – 5; tконт = 15 минут; pH = 1

Рис. 3. Спектры поглощения сафранина в полиметакри-
латной матрице и образцы матриц с иммобилизованным 
сафранином после контакта с раствором нитритов раз-
личной концентрации, мг/л: 1 – 0, 2 – 1, 3 – 2, 3 – 3, 3 – 4, 
5 – 5; tконт = 5 минут; pH = 0
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мл анализируемого раствора с содержанием ни-
тритов 0.05-0.15 мг добавляли 0.4 мл HClконц, по-
мещали пластинку полиметакрилатной матрицы 
с иммобилизованным реагентом, перемешивали 
в течение 15 минут, затем вынимали, подсушива-
ли фильтровальной бумагой и измеряли поглоще-
ние при 490 нм. Содержание нитритов находили по 
градуировочной зависимости, построенной в ана-
логичных условиях.

Методика определения нитритов с ис-
пользованием сафранина, иммобилизованно-
го в полиметакрилатной матрице. В 50 мл 
анализируемого раствора с содержанием нитри-
тов 0.05-0.25 мг добавляли 10 мл HCIконц, помещали 
пластинку полиметакрилатной матрицы с иммоби-
лизованным сафранином, перемешивали в тече-
ние 5 минут, затем вынимали, подсушивали филь-
тровальной бумагой и измеряли поглощение при 
530 нм. Содержание нитритов находили по граду-
ировочной зависимости, построенной в аналогич-
ных условиях.

В табл. 2 представлены аналитические харак-
теристики методик твердофазно-спектрофотоме-
трического определения нитрит-ионов реагентами, 
иммобилизованными в полиметакрилатной матри-
це. Видно, что использование сафранина, иммоби-
лизованного в полиметакрилатной матрице, позво-
ляет проводить экспрессное определение нитритов 
в более широком диапазоне определяемых кон-
центраций с наименьшим пределом обнаружения.

В работе было исследовано мешающее вли-
яние широкого круга катионов NH4

+, Ca2+, Mg2+, Mn2+, 
Zn2+, Cd2+, Cu2+, Co2+, Ni2+, Fe3+ и Al3+, анионов F-, Br-, 
NO3

-, SO4
2-, PO4

3- и гуминовых кислот на определе-
ние нитритов. Селективность оценивали при по-
стоянной концентрации нитритов и переменной 
концентрации изучаемого сопутствующего ком-
понента, введенного в анализируемый раствор 
на уровне ПДК для питьевых вод в соответствии с 
СанПиН 2.1.4.1074-01. Относительное отклонение 
аналитического сигнала в присутствии посторон-
него компонента рассчитывали по формуле δ(%) = 
[(Ai – A) / A]∙100, где А и Аi – оптическая плотность 
полиметакрилатной матрицы с иммобилизованным 
сафранином или реактивом Грисса после контакта 
с раствором нитритов в отсутствие и в присутствии 
постороннего компонента соответственно. Относи-

тельное отклонение более 5 % наблюдается при 
введении в анализируемый раствор NH4

+, Mn2+, Cu2+, 
Ni2+, SO4

2 в случае использования полиметакрилат-
ной матрицы с иммобилизованным сафранином  и 
Zn2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, SO4

2- при использовании реак-
тива Грисса. Остальные компоненты, введенные в 
раствор, в том числе и гуминовые кислоты в сопо-
ставимых с нитрит-ионами концентрациях, не ока-
зывают мешающего влияния на определение ни-
тритов. Мешающее действие Mn2+, Ni2+, Zn2+, Cd2+ и 
Fe3+ можно устранить введением в анализируемый 
раствор 100-кратного избытка двунатриевой соли 
этилендиаминтетрауксусной кислоты, SO4

2- введе-
нием 10-кратного избытка ионов Ва2+. Мешающее 
влияние Cu2+ и NH4

+ устраняется путем связывания 
ионов в аммиакат меди(II), при этом соотношение 
Cu2+:NH4

+ в анализируемом растворе должно со-
ставлять 1:50 и 20:1 соответственно. Проведенные 
эксперименты показали, что при введении в анали-
зируемый раствор маскирующих агентов погреш-
ность определения нитритов в присутствии меша-
ющих компонентов не превышает ±5-6 %.

Разработанные методики апробировали при 
анализе питьевых вод на содержание нитритов. Для 
анализа отбирали 25 мл воды и поступали соглас-
но методикам определения или выполняли опре-
деление по методу добавок для исключения муль-
типликативных систематических погрешностей, 
связанных с влиянием посторонних компонентов, 
присутствующих в анализируемых объектах. Ме-
тод добавок опробован при определении нитри-
тов сафранином, иммобилизованным в полиме-
такрилатную матрицу. Использован графический 
вариант метода добавок с 2-3 добавками различ-
ной величины. Для этого анализируемый раствор 
25.0 мл с содержанием нитритов 0.025-0.075 мг вно-
сили в колбу вместимостью 50.0 мл, добавляли 10 
мл HClконц и разбавляли дистиллированной водой 
до метки. Так же готовили растворы в других кол-
бах, куда дополнительно вводили 0.5, 1.0 и 1.5 мл 
рабочего раствора нитритов с концентрацией 100 
мг/л. В растворы помещали пластинку полимета-
крилатной матрицы с иммобилизованным сафра-
нином и перемешивали в течение 5 минут, затем 
вынимали, подсушивали фильтровальной бумагой 
и измеряли поглощение при 530 нм. Содержание 
нитрит-ионов определяли графическим способом.

Таблица 2 
Сравнение аналитических характеристик методик твердофазно-спектрофотометрического определения 
нитритов реагентами, иммобилизованными в полиметакрилатной матрице

Реагент
Уравнение градуировочной 

зависимости
r ДОС, мг/л ПО, мг/л

Время контак-
та, мин

Сафранин А530 = 1.22 - 0.21·сNO-
2

0.996 1.0 – 5.0 0.5 5

Реактив Грисса А490 = 0.06 + 0.07·сNO-
2

0.995 1.0 – 3.0 0.9 15

Примечания: ДОС – диапазон определяемого содержания; ПО – предел обнаружения, рассчитанный по 3s – критерию
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Результаты определения нитритов представ-
лены в табл. 3. Правильность разработанных мето-
дик оценивали по результатам определения доба-
вок нитрит-ионов в пробах питьевых и минеральных 
вод. Для оценки правильности использовали ве-
личину (σ), представляющую собой выраженное в 
процентах отношение разности между найденным 
(среднее значение) и введенным содержанием до-
бавки к введенному значению. Прецизионность по-
казана в виде среднего квадратического отклоне-
ния результатов единичного анализа, полученных 
по методике в условиях повторяемости (sr). Пред-
ставленные результаты свидетельствуют о пра-
вильности и повторяемости предлагаемых мето-
дик определения нитрит-ионов.

Заключение
Показана возможность использования поли-

метакрилатной матрицы с иммобилизованными 
реагентами для твердофазно-спектрофотометри-
ческого определения 1.0-3.0 мг/л нитритов с пре-
делом обнаружения 0.9 мг/л и 1.0-5.0 мг/л нитритов 
с пределом обнаружения 0.5 мг/л при использова-
нии реактива Грисса и сафранина соответственно. 
Предложенные методики определения нитритов от-
личаются простотой выполнения, показана их при-
менимость к анализу питьевых и минеральных вод.
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