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Аннотация. Предложен способ определения нитрата в почве методом цифро-
вой цветометрии. Разработанный подход основан на фотометрических способах 
определения нитратов после извлечения хлористым калием из образцов почв. 
Для достижения более высокой чувствительности и точности цветометрическо-
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виде азокрасителя – продукта реакции азосочетания 1-нафтиламина и сульфани-
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цветометрической методики, близкие к спектрофотометрическим. Адекватность 
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Азот – жизненно важный элемент для ро-
ста растений и сельскохозяйственных культур 
[1–3]. Естественное содержание азота в почве, 
как правило, недостаточно для обеспечения 
высокой продуктивности [4], поэтому во всем 
мире используют азотные удобрения [2, 4]. Су-
щественная часть азота теряется из-за выщела-
чивания [5, 6], потери могут варьироваться от 
10 до 75% [7]. Это приводит к экологическим 
проблемам, таким как загрязнение вод или об-
разование парниковых газов, а также вызывает 
снижение экономической эффективности сель-
ского хозяйства [4, 6–7]. По этим причинам 
определение содержания нитратов в почвах 
имеет большое значение.

Для определения нитратов применяют раз-
личные методы: паровую дистилляцию по ме-
тоду Кьельдаля, ионную хроматографию, ионо-
метрию и спектрофотометрию [7]. Метод Кьель-
даля довольно опасный, длительный и трудо-
емкий, так как анализ одного образца занимает 
несколько часов [8]. При использовании ионной 
хроматографии и ионометрии исследователи  
сталкиваются с проблемой сильного влияния 
мешающих ионов [7]. Фотометрические методы 
являются одними из наиболее распространен-
ных для определения нитратов [9]. Нитраты ча-
сто определяют методом диазотирования после 
восстановления до нитритов [9–10]. Эти методы 
приняты в качестве нормативных государствен-
ных стандартов в некоторых странах (США [11], 

Российская Федерация [12] и др.). Однако и у 
спектрофотометрии есть свои недостатки, одним 
из которых является более высокая стоимость 
оборудования по сравнению с ионоселективными 
электродами [7]. Другая проблема – определение 
нитратов в полевых условиях [13]. В этих целях 
разработаны портативные колориметры, которые, 
однако, довольно дороги и обычно используются 
только в исследовательских целях [7].

Одним из перспективных решений перечис-
ленных проблем является применение метода 
цифровой цветометрии [14–15]. Поскольку для 
измерения аналитического сигнала используют-
ся бытовые оптические гаджеты, например ка-
меры смартфонов и офисные планшетные скане-
ры, стоимость анализа определяется фактически 
ценой реактивов и посуды [16]. Экспрессность 
цветометрического метода можно повысить при 
использовании многолуночных микропланше-
тов, позволяющих одновременно проводить из-
мерения аналитического сигнала нескольких 
десятков растворов с минимальным расходом 
реактивов [14], что позволяет дополнительно 
снизить общую стоимость анализа [16]. Нако-
нец, цифровой цветометрический анализ на ос-
нове смартфона можно применять в полевых ус-
ловиях, что позволяет проводить анализы с точ-
ностью, близкой к спектрофотометрическому 
методу, при значительно меньших затратах [14].

Цель настоящей работы – оптимизация ори-
гинальной спектрофотометрической методики 

Abstract. A method for determining nitrate in soil by digital colorimetry is proposed. 
The developed approach is based on appropriate photometric techniques of nitrate de-
termination after potassium chloride extraction from soil samples. The original method 
of determining nitrate in the form of an azo dye formed by the azo coupling reaction 
between 1-naphtylamine and sulfanilamide has been modifi ed to achieve a higher sen-
sitivity and accuracy of colorimetric determination. This approach ensures metrological 
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определения нитратов в почве для метода циф-
ровой цветометрии.  

Экспериментальная часть

Приборы и материалы. В работе использо-
ваны следующие реагенты: хлорид калия, ги-
дроксид натрия, пирофосфат натрия декагидрат, 
этилендиаминтетрауксусная кислота динатрие-
вая соль дегидрат (ЭДТА), пентагидрат сульфа-
та меди(II), гидразин сульфат, 1-нафтиламин, 
сульфаниламид, 85%-й водный раствор фосфор-
ной кислоты. Все реактивы производства Sigma-
Aldrich, США. Для определения уровня рассеян-
ного излучения использовали черную тушь (АО 
«ГАММА», Российская Федерация).

Оборудование и вспомогательные материа-
лы для цветометрического анализа: офисный 
планшетный фотосканер EPSON Perfection 
1670 (Япония), 96-луночный микропланшет 
из прозрачного полистирола (Greiner AG, Ав-
стрия) с плоским дном (емкость лунки 350 
мкл), целлюлозная фильтровальная бумага 
Whatman (Cytiva, США), белые полипропиле-
новые наконечники емкостью 10 мкл для меха-
нической пипетки BioHit (Китай), лаборатор-
ный шейкер «ЛОИП ЛС-120» (ОАО «Лабора-

торное оборудование и приборы», Российская 
Федерация).

Спектры поглощения растворов в видимом 
диапазоне длин волн измеряли на однолучевом 
спектрофотометре UV-mini 1240 (Shimadzu, 
Япония) в стандартных кюветах из полистирола 
толщиной 1 см. 

Извлечение селитры из образцов почвы. 
Почвенные экстракты готовили в соответ-
ствии с известными методиками [12]. В кони-
ческую колбу помещали 16,00±0,01 г грунта, 
затем добавляли 40,0 мл 2 М раствора хлорида 
калия. Суспензию встряхивали на лаборатор-
ном шейкере «ЛОИП ЛС-120» в течение 1 ч 
и отфильтровывали. На первом этапе методом 
цифровой цветометрии проанализированы 
стандартные образцы дерново-подзолистых 
среднесуглинистых и карбонатных глубоко-
земных почв. С февраля 2022 г. по май 2023 г. 
было проанализировано около 50 проб. Образ-
цы почв были собраны в Московской области.

Приготовление растворов. Поскольку для 
анализа требуется всего несколько миллили-
тров окрашивающего раствора, объемы анали-
зируемых растворов и реагентов уменьшены 
в 10 раз по сравнению с исходной методикой 

Рис. 1. Схема экспериментальной установки на основе офисного план-
шетного фотосканера для проведения анализа методом цифровой цвето-
метрии: 1 – корпус фотосканера, 2 – стеклянная столешница, 3 – слайд-
адаптер, 4 – защитная рамка, 5 – 96-луночный микропланшет, 6 – крышка 

фотосканера, 7 – электролюминесцентная лампа, 8 – диффузор
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[12]. В колбу емкостью 5,0 мл добавляли 0,500 мл 
анализируемого раствора, смешивали с 1,00 мл 
раствора пирофосфата натрия и 1,00 мл раствора 
гидразина сульфата. Раствор пирофосфата натрия 
готовили растворением 5,00 ± 0,01 г пирофосфата 
натрия и 8,00 ± 0,01 г гидроксида натрия в 1,00 л 
деионизированной воды. Для приготовления рас-
твора гидразина сульфата 5,50±0,01 г гидразина 
сульфата растворяли в нескольких миллилитрах 
деионизированной воды в колбе объемом 1,00 л, 
затем добавляли 6,00 мл 0,01 М раствора сульфа-
та меди, раствор разбавляли до метки деионизи-
рованной водой. Через 10 мин после добавления 
раствора пирофосфата натрия добавляли 2,50 мл 
окрашивающего раствора. Окрашивающий раствор 
готовили растворением 5,00±0,01 г сульфанилами-
да, 1,00±0,01 г 1-нафтиламина, 1,00±0,01 г ЭДТА, 
100 мл фосфорной кислоты в 1,00 л деионизиро-
ванной воды с последующим разбавлением по-
лученного раствора в 5 раз деионизированной 
водой. Окраска становится отчетливой через 
15 мин после добавления окрашивающего рас-
твора и устойчива в течение 1,5 ч.

Для адаптирования оригинальной фотоме-
трической методики к методу цифровой цвето-
метрии, использовали концентрированный окра-
шивающий раствор без разбавления и варьиро-
вали объем аликвоты анализируемого раствора 
(см. раздел «Результаты и их обсуждение»).

Проведение измерений. В измерительные 
лунки (с градуировочными и анализируемыми 
растворами) и лунки контрольного опыта (за-
полненные деионизованной водой) микроплан-
шета вносили 320 мкл каждого раствора. Содер-
жимое измерительных лунок гомогенизировали 
с помощью механической пипетки Sartorius™. 
Растровые изображения 96-луночного микро-
планшета с растворами получали в режиме «на 
просвет» с помощью офисного планшетного 
фотосканера. Микропланшет помещали под 
диффузор электролюминесцентной лампы, 
вмонтированной в крышку фотосканера. Для 
уменьшения влияния на результат измерений 
внешних засветок стеклянную столешницу 
фотосканера ограничивали по периметру за-
щитной рамкой, высота которой равна толщи-
не микропланшета (рис. 1). 

Сканирование осуществляли в автоматическом 
режиме при отключенной функции постобработки 
изображения (автоматическая коррекция цвета и 
т.п). Отсканированные изображения сохраня-
ли в 48-битном tif-формате без потери качества. 
Для извлечения информации о значениях свет-

лоты (яркости) цветовых каналов из растровых 
изображений на стационарном компьютера под 
управлением ОС Windows использовали бес-
платно распространяемую программу IrfanView 
(разработчик Irfan Skiljan [17]).

Результаты и их обсуждение

Первый вопрос, возникающий при определе-
нии нитратов, заключался в том, подходит ли 
стандартная спектрофотометрическая методи-
ка для цифрового цветометрического анализа с 
использованием офисного планшетного фото-
сканера. Поэтому градуировочные зависимости 
строили в соответствии с вышеописанной ме-
тодикой [12]. Приготовлено восемь растворов 
нитратов с концентрацией азота, равной 0; 1,0; 
2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 и 12,0 мгл–1, что соответ-
ствует содержанию нитратов азота в почве от 
2,5 до 30 млн–1. Для каждой лунки 96-луночнго 
микропланшета выбрано пять точек и прове-
дено усреднение. Условную оптическую плот-
ность Ai для i-го цветового канала рассчитыва-
ли по формуле

, ,

, ,
lg ,water i scatter i

i
sample i scatter i

L L
A

L L
 

    

где Lwater, i – светлота i-го цветового канала для 
лунки, заполненной деионизованной водой, 
Lscatter, i – уровень рассеянного излучения для i-го 
цветового канала (ля оценки этого параметра 
измерены светлоты рабочих цветовых каналов 
изображения лунки микропланшета, заполнен-
ной черной тушью), Lsample, i  – светлота i-го цве-
тового канала для лунки, заполненной анализи-
руемым раствором. 

Наиболее существенные изменения светлоты 
наблюдались для G-канала RGB-цветовой моде-
ли (рис. 2, а). Несмотря на то, что градуировоч-
ная зависимость является линейной, условная 
оптическая плотность не превышает 0,14. При 
этом минимальная концентрация с ненулевым 
поглощением составляет 4,0 мг·л–1, что в 4 раза 
выше предела определения фотометрического ме-
тода [12]. Предполагая, что эту проблему можно 
решить за счет увеличения концентрации нитра-
тов, построены градуировочные зависимости для 
аликвот объемом 1,00 и 1,50 мл вместо 500 мкл, 
использовавшихся ранее (рис. 2, б, в). В этом 
случае условная оптическая плотность статисти-
чески значимо отличается от нуля для 2,0 мг·л–1 

(объем аликвоты 1,00 мл) и для 1,0 мг·л–1 (объ-
ем аликвоты 1,50 мл). Отклонения от линейной 
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Рис. 2. Градуировочные зависимости условной оптической плотности G-канала от содержания                
нитрата, млн–1 с объемами аликвот, мл: а – 0,50; б – 1,00; в – 1,50

Рис. 3. Градуировочные зависимости оптической плотности при 545 нм                           
от содержания нитрата N, млн–1 с объемами аликвот, мл: 

1 – 0,50; 2 – 1,00; 3 – 1,50
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Рис. 4. Градуировочные зависимости «условная оптическая плотность G-канала – со-
держание нитратов, млн–1» с объемом аликвоты 1,50 мл, построенные с использова-

нием концентрированного окрашивающего раствора

зависимости наблюдаются при концентрации 
раствора выше 10,0 мг·л–1, несмотря на то, что 
величина оптической плотности не превыша-
ет 0,27. Аналогичное поведение наблюдается и 
для градуировочных зависимостей, полученных 
спектрофотометрическим методом (рис. 3). Этот 
эффект был более выражен для объема аликвоты 
1,50 мл. Это свидетельствует о том, что, скорее 
всего, концентрация окрашивающего раство-
ра недостаточно высока и диазо-промежуточ-
ные продукты рекомбинируют с водой. Поэтому 
было решено использовать концентрированный 
окрашивающий раствор без разбавления. Объ-
ем аликвоты составил 1,50 мл. Соответствую-
щая градуировочная зависимость приведена на 
рис. 4. Верхняя граница диапазона линейности 
составляет 12,0 мг·л–1, что согласуется с ориги-
нальной методикой [12]. Для проверки адекват-
ности разработанного цветометрического спосо-

ба определения нитратов проанализировано не-
сколько стандартных образцов почвы (таблица). 
Полученные результаты согласуются с паспорт-
ными данными.

Разработанный цветометрический способ 
определения нитратов применен для анализа 
различных образцов почвы наряду со спектрофо-
тометрическим методом [12]. Соответствующая 
корреляционная диаграмма приведена на рис. 5. 
Среднее относительное отклонение результатов 
цветометрического определения от результатов 
анализа методом спектрофотометрии составило 
8%, что находится в пределах, заданных стан-
дартным методом [12].

Таким образом, оригинальные фотометри-
ческие методики [12] определения азота нитра-
тов были успешно адаптированы для метода 
цифровой цветометрии. Использование скане-
ра вместо спектрофотометра позволяет снизить 

Результаты определения нитратного азота в некоторых почвенных стандартах (P = 0,95; n = 3)

Образец
Содержание нитрата, млн–1

Относительная 
погрешность, %паспортное значение цифровая цветометрия

Дерново-подзолистая 
среднесуглинистая почва 

САДПП-10/5
3,01 3,13 ± 0,73 4,0

Чернозем карбонатный 
глубокий САЧкп-08/1 13,1 12,5 ± 1,2 4,6
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Рис. 5. Корреляционная диаграмма «концентрация нитрата, полученная методом 
спектрофотометрии – концентрация нитрата, полученная методом цифровой 

цветометрии»
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