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Аннотация: Статья знакомит с разработкой стандартных образцов состава бензойной и сорбиновой 
кислот с аттестованным значением массовой доли основного вещества. Разработка стандартных образ-
цов проведена в несколько этапов: идентификация, характеризация, исследование однородности и ста-
бильности материалов стандартных образцов. Идентификация материалов-кандидатов в стандартные 
образцы проведена методом ИК Фурье спектроскопии и путем определения температуры плавления 
методом дифференциального термического анализа. Характеризация материалов-кандидатов в стан-
дартные образцы выполнена косвенным методом «сто минус сумма примесей» с подтверждением 
результатов измерений прямым методом –  методом кислотно-основного титрования. Установлено, что 
результаты измерений массовой доли основного вещества бензойной и сорбиновой кислот, полученные 
методом кислотно-основного титрования и методом массового баланса, согласуются между собой 
с учетом значений расширенных неопределенностей. Работа выполнена с привлечением первичных 
и вторичных эталонов. Повышение точности результатов измерений массовой доли основного вещества 
достигнуто путем поиска и подбора оптимальных режимов проведения измерений при определении 
каждого вида примеси. Определение однородности материалов проведено методом однофакторно-
го дисперсионного анализа, определение стабильности проведено методом регрессионного анализа.
Разработанные стандартные образцы состава бензойной и сорбиновой кислот внесены 
в Федеральный информационный фонд по обеспечению единства измерений под номерами 
ГСО 12297–2023 и ГСО 12298–2023. Аттестованное значение массовой доли основного вещества 
находится в диапазоне от 95,00 до 100,00 %, границы допускаемых значений абсолютной погреш-
ности при Р = 0,95 составляют ± 0,5 %.
Использование ГСО 12297–2023 и ГСО 12298–2023 для аттестации и контроля точности методик, 
установления и контроля стабильности градуировочных (калибровочных) характеристик средств 
измерений, поверки, калибровки средств измерений способно повысить качество пищевых продук-
тов, продовольственного сырья и фармацевтических препаратов.
Ключевые слова: эталон, стандартный образец, газовая хроматография, жидкостная хроматогра-
фия, прослеживаемость результатов измерений, бензойная кислота, сорбиновая кислота
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Abstract: The article introduces the development of reference materials of benzoic and sorbic acids with 
a certified value of the mass fraction of the main substance. The development of reference materials was 
carried out in several stages: identification, characterization, study of homogeneity and stability of reference 
materials. Identification of candidate materials for reference materials was carried out by IR Fourier spec-
troscopy and determination of melting point by differential thermal analysis. The candidate materials for 
reference materials were characterized by the indirect method «one hundred minus the sum of impurities» 
with confirmation of the measurement results by the direct method –  the acid-base titration method. It was 
established that the measurement results of the mass fraction of the main substance of benzoic and sorbic 
acids obtained by the acid-base titration method and the mass balance method are consistent with each oth-
er taking into account the values   of expanded uncertainties. The work was carried out using primary and 
secondary standards. The accuracy of the measurement results of the mass fraction of the main substance 
was increased by searching for and selecting optimal measurement modes when determining each type of 
impurity. The homogeneity of materials was determined using the one-way analysis of variance method; 
stability was determined using the regression analysis method.
The developed reference materials of benzoic and sorbic acids were included in the Federal Information Fund 
for Ensuring the Uniformity of Measurements as GSO 12297–2023 and GSO 12298–2023. The certified 
value of the mass fraction of the main substance is in the range from 95.00 to 100.00 %, the limits of the 
permissible values   of the absolute error at P = 0.95 are ± 0.5 %.
The use of GSO 12297–2023 and GSO 12298–2023 for certification and control of the accuracy of methods, 
establishment and control of the stability of calibration characteristics of measuring instruments, verifi-
cation, calibration of measuring instruments can improve the quality of food products, food raw materials 
and pharmaceuticals.
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Введение
Бензойную и сорбиновую кислоты широ-

ко применяют в пищевой и фармацевтиче-
ской промышленности [1–5] как консерван-
ты Е200 и Е210, допустимое содержание ко-
торых регулирует Технический регламент 
Таможенного Союза ТР ТС 029/2012 1. В со-
ответствии с ТР ТС 021/2011, ТР ТС 034/2013, 
ТР ЕАЭС 040/2016, ТР ЕАЭС 051/2021 2 при про-
изводстве (изготовлении) пищевой продукции 
для детского питания запрещено использова-
ние бензойной, сорбиновой кислот и их солей.

Количественное определение бензойной 
и сорбиновой кислот в пищевых продук-
тах выполняют с использованием титриме-
трии [6], спектрофотометрии [6–8], хромато-
графии  [ 9–14], капиллярного электрофоре-
за [15, 16] и других методов анализа.

В Российской Федерации существуют стан-
дартизованные методики измерений содержа-
ния бензойной и сорбиновой кислот, основан-
ные на высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии (ГОСТ  33332–2015, ГОСТ  33809–2016, 
ГОСТ  34882–2022, ГОСТ  ISO 9231–2015 3), 

1 ТР ТС 029/2012 Требования безопасности пищевых 
добавок, ароматизаторов и технологических вспомога-
тельных средств: Технический регламент Таможенного 
союза от 20 июля 2012 г. № 58 (с изменениями на 29 ав-
густа 2023 г.).

2 ТР ТС 021/2011 О безопасности пищевой про-
дукции: Технический регламент Таможенного Союза 
от 9 декабря 2011 г. № 880 (с изменениями на 23 июня 
2023 г.). ТР ТС 034/2013 О безопасности мяса и мяс-
ной продукции: Технический регламент Таможенного 
союза от 9 октября 2012 г. № 68 (с изменениями 
на 27 сентября 2023 г.). ТР ЕАЭС 040/2016 О безопас-
ности рыбы и рыбной продукции: Технический регла-
мент Евразийского экономического союза от 18 октя-
бря 2016 г. № 162 (с изменениями на 23 июня 2023 г.). 
ТР ЕАЭС 051/2021 О безопасности мяса птицы и про-
дукции его переработки: Технический регламент 
Евразийского экономического союза от 29 октября 
2021 г. № 110 (с изменениями на 15 февраля 2023 г.).

3 ГОСТ  33332–2015 Продукты переработки фрук-
тов и овощей. Определение массовой доли сорбино-
вой и бензойной кислот методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. ГОСТ  33809–2016 Мясо 
и мясные продукты. Определение сорбиновой и бензой-
ной кислот методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. ГОСТ  34882–2022 Добавки пищевые. 
Количественное определение консервантов (бензойной 
и сорбиновой кислот и их солей) в комплексных пище-
вых добавках хроматографическим методом. ГОСТ  ISO 
9231–2015 Молоко и молочные продукты. Определение 

спектрофотометрии (ГОСТ  33839–2016, 
ГОСТ  Р 50476–93 4), капиллярном электрофо-
резе (ГОСТ  Р 56373–2015 5).

Метод титриметрии используется для ко-
личественного определения бензойной и сор-
биновой кислот в фармацевтических субстан-
циях согласно ФС.2.1.0066.18, ФС.2.1.0035.15 6.

Однако все перечисленные стандартизован-
ные методики измерений не являются первич-
ными [17] и требуют проведения градуировки 
средств измерений. Важно отметить, что для 
выполнения требований по прослеживаемо-
сти результатов измерений до соответствую-
щих Государственных первичных эталонов не-
обходимо наличие стандартных образцов чи-
стых органических кислот.

В области органического анализа ключе-
вую роль в обеспечении единства измерений 
играют стандартные образцы (далее –  СО) сос-
тава чистых органических веществ, охаракте-
ризованные по массовой доле основного ве-
щества, с установленной прослеживаемостью 
до ГЭТ  208 7 [18, 19]. В настоящее время в соот-
ветствии с рекомендациями Международного 
бюро мер и весов (BIPM) и Консультативного 
комитета по количеству вещества (CCQM) 8 
и с отчетом IUPAC [20] для оценки чисто-
ты органического соединения необходимо 

содержания сорбиновой и бензойной кислот в молоке 
и молочных продуктах.

4 ГОСТ  33839–2016 Изделия кондитерские. Метод 
определения массовой доли бензойной кислоты. 
ГОСТ  Р 50476–93 Продукты переработки плодов и ово-
щей. Метод определения содержания сорбиновой и бен-
зойной кислот при их совместном присутствии.

5 ГОСТ  Р 56373–2015 Корма и кормовые добавки. 
Определение массовой доли органических кислот ме-
тодом капиллярного электрофореза.

6 ФС.2.1.0066.18 Министерство здравоохране-
ния Российской Федерации. Фармакопейная статья. 
Бензойная кислота. ФС.2.1.0035.15 Министерство здра-
воохранения Российской Федерации. Фармакопейная 
статья. Сорбиновая кислота.

7 ГЭТ  208 Государственный первичный эталон еди-
ниц массовой (молярной) доли и массовой (молярной) 
концентрации органических компонентов в жидких 
и твёрдых веществах и материалах на основе жидкост-
ной и газовой хромато-масс-спектрометрии с изотоп-
ным разбавлением и гравиметрии.

8 Bureau International des Poids et Mesures, 
BIPM [website]. URL: https://www.bipm.org/en/ (Accessed: 
20.09. 2024).
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определить содержание четырех видов приме-
сей: 1) содержание примесей, схожих по стро-
ению (родственных примесей); 2) неорганиче-
ских примесей; 3) воды; 4) летучих примесей, 
отличных от воды. Этот подход известен как 
«сто минус сумма примесей» и является кос-
венным способом оценки чистоты. В то же вре-
мя, при реализации косвенного способа всег-
да существует вероятность того, что какая-то 
из примесей не будет обнаружена. Поэтому 
требуется проверка полученного результата 
оценки чистоты органического соединения 
прямым методом, например, потенциометри-
ческим титрованием.

В реестре 9 имеются СО состава бензойной 
кислоты ГСО 11467–2019 и СО состава сорби-
новой кислоты ГСО 11468–2019 с интервалом 
допускаемых аттестованных значений массо-
вой доли основного вещества от 99,5 до 99,9 % 
включительно и границами допускаемых зна-
чений относительной погрешности аттестован-
ного значения СО (при P = 0,95) ± 2 %. Однако 
данные СО не отвечают требованиям по про-
слеживаемости к ГЭТ  208, а также не имеют 
запаса по точности перед стандартизованными 
методиками измерений (рутинными методами).

В связи с этим, актуальной является разра-
ботка СО состава сорбиновой и бензойной кис-
лот, прослеживаемых к ГЭТ  208, для метроло-
гического обеспечения измерений, выполняе-
мых лабораториями химической, фармацевти-
ческой и пищевой промышленности.

Таким образом, целью настоящей работы яв-
ляется проведение исследований по разработ-
ке СО состава бензойной и сорбиновой кислот 
с аттестованным значением массовой доли ос-
новного вещества, удовлетворяющим требо-
ваниям по прослеживаемости и имеющим за-
пас по точности перед стандартизованными 
методиками.

Материалы и методы
Реактивы
Материалами-кандидатами в СО выбраны 

реактивы бензойной кислоты (С7H6O2) c массо-
вой долей основного вещества не менее 99,5 % 

9 Реестр утвержденных типов стандартных образ-
цов, представленный в разделе ФИФ ОЕИ [сайт]. URL: 
https://fgis.gost.ru/fundmetrology/registry (Дата обраще-
ния: 20.09. 2024).

и сорбиновой кислоты (С6H8O2) с массовой до-
лей основного вещества не менее 99 %. Оба 
представляют собой белые кристаллические 
порошки.

Оборудование и методы исследований
Идентификацию материалов СО проводили 

на Фурье-спектрометре инфракрасном модель 
Nicolet iS5 с приставкой НПВО Golden Gate 
c кристаллом алмаз (GS10500). Образец иссле-
дуемого вещества помещали непосредствен-
но на поверхность кристалла НПВО. Снимали 
спектр в режиме пропускания при следующих 
параметрах:

– источник излучения: высокотемператур-
ный керамический;

– детектор: высокопроизводительный дейте-
рированный триглицин-сульфатный (DLaTGS);

–  о б л а с т ь  р е г и с т р а ц и и  с п е к т р а 
4 000–400 см-1;

– разрешение 4 см-1;
– число сканирований 32.
Определение температуры плавления про-

водили методом дифференциального терми-
ческого анализа на термоанализаторе STA 449 
F5 Jupiter. Измерения проводили при различ-
ных скоростях нагрева с последующей экстра-
поляцией данных на нулевую скорость, с уче-
том рекомендации ГОСТ  Р 55134–2012 10, при 
постоянных значениях скоростей потока за-
щитного газа 10 см3/мин и продувочного га-
за 50 см3/мин [21].
Определения массовой доли воды проводи-

ли на эталонной установке волюмометриче-
ского титрования по Карлу Фишеру из соста-
ва ГЭТ  173 11 [22, 23].

Измерения проводили при следующих ус-
ловиях: титр титранта (реактив Фишера) –  
2 мг/см3; максимальный начальный дрейф –  
25 мкг/мин; время перемешивания –  5 с; 
скорость перемешивания –  45 %; ток поля-
ризации –  24 мА; конечная точка титрования –  
100 мВ. Конечную точку реакции определяли 
биамперометрически.

10 ГОСТ  Р 55134–2012 Пластмассы. Дифференци-
аль ная сканирующая калориметрия (ДСК). Часть 1. 
Общие принципы.

11 ГЭТ  173-2017 Государственный первичный эталон 
единиц массовой доли, массовой (молярной) концентра-
ции воды в твердых и жидких веществах и материалах.
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Определение массовой доли родственных 
примесей проводили на эталонной установке 
на основе метода высокоэффективной жид-
костной хроматографии с детекторами на ди-
одной матрице (далее –  ВЭЖХДМД) из состава 
ГВЭТ 208–1 12 [24]. Разделение проводили в изо-
кратическом режиме на колонке Zorbax Eclipse 
XDB С8 (4,6 × 250 мм, 5 мкм). В качестве элю-
ента использовали смесь ацетонитрил-буфер-
ный раствор (90:10). Остальные параметры раз-
деления и детектирования компонентов (дли-
на волны детектора, скорость потока элюента, 
температура термостата колонок) были уста-
новлены в ходе разработки процедуры измере-
ний, описанной далее –  в разделе «Результаты 
и обсуждение».
Идентификацию  и  определение  массо-

вой  доли  легколетучих  примесей,  отлич-
ных от воды, проводили на эталонной уста-
новке хромато-масс-спектрометрической 
на основе метода газовой хроматографии / 
масс-спектрометрии (ГХ–МС/МС) из соста-
ва ГВЭТ  208–1 [24]. Навески бензойной и со-
рбиновой кислот в герметично закрытых ви-
алах нагревали в соответствии с условия-
ми, указанными в статье 467 «Остаточные 
растворители» Фармакопеи США 13 для рас-
творителей каждого класса токсичности 
в соответствии со статьей ОФС.1.1.0008.15 
Государственной Фармакопеи Российской 
Федерации [25]. После установления равно-
весия отбирали 2 мкл газовой равновесной 
фазы над твердым образцом, которую затем 
вводили в хроматограф при помощи горяче-
го шприца. Идентификацию компонентов га-
зовой равновесной фазы проводили по време-
нам удерживания и масс-спектрам.
Идентификацию и определение массовой до-

ли неорганических примесей (металлы, их ок-
сиды и соли) проводили на эталонной установ-
ке, реализующей метод масс-спектрометрии 

12 ГВЭТ 208-1-2023 Государственный вторичный 
эталон единиц массовой доли и массовой (молярной) 
концентрации органических компонентов в жидких 
и твердых веществах и материалах на основе газовой 
и жидкостной хроматографии.

13 <467> Residual solvents // The United States 
Pharmacopeial Convention [website]. URL: https://www.
uspnf.com/sites/default/files/usp_pdf/EN/USPNF/revi-
sions/gc-467-residual-solvents-ira-20190927.pdf (Accessed: 
20.09. 2024).

с индуктивно-связанной плазмой, из состава 
ГЭТ  176 14 [26].

Деструкцию органической составляющей 
бензойной и сорбиновой кислот проводили 
нагреванием с концентрированной азотной 
кислотой. Для определения неорганических 
примесей применялся метод добавок, позво-
ляющий корректировать матричные влияния 
и дрейф прибора.

Измерения проводили методами количе-
ственного анализа в стандартном режиме, 
а также для устранения наложений на неко-
торые элементы (Ca, K, Fe, Cr, V) использо-
вали режим реакционной ячейки с примене-
нием аммиака в качестве реакционного газа. 
Для устранения влияния мышьяка исполь-
зовали коллизионный режим с гелием в ка-
честве инертного газа. Метод стандартных 
добавок был реализован с использованием СО 
состава растворов ионов металлов утверж-
денных типов. Контроль точности измере-
ний проводили путем воспроизведения со-
держания добавки определенного элемента 
в образце.
Определение массовой доли основного ве-

щества (подтверждающие измерения) про-
водили методом потенциометрического ти-
трования на эталонной установке из состава 
ГВЭТ  176–1 15 [27]. В качестве титранта исполь-
зуется 0,1 М раствор гидроксида натрия, стан-
дартизованный по СО состава калия фтале-
вокислого кислого (бифталат калия 1-го раз-
ряда) ГСО 2216–81. Остальные параметры 
титрования были приняты в соответствии 
с ФС.2.1.0066.18, ФС.2.1.0035.15 [25].

Результаты и обсуждение
Исследования материалов-кандидатов в СО 

были проведены в несколько этапов:
1. Идентификация материалов-кандидатов 

в СО;
14 ГЭТ  176-2019 Государственный первичный эта-

лон единиц массовой (молярной, атомной) доли и мас-
совой (молярной) концентрации компонентов в жид-
ких и твердых веществах и материалах на основе 
кулонометрии.

15 ГВЭТ 176-1-2010 Государственный вторичный эта-
лон единиц массовой доли, массовой (молярной) кон-
центрации компонентов в твердых и жидких веществах 
и материалах на основе объемного титриметрического 
метода анализа.



Рис. 1. ИК-спектр исходного материала для СО (вверху) и спектр сравнения бензойной кислоты (Benzoic 
acid –  DSC calibration standard, LGC Standards) (внизу)

Fig. 1. IR spectrum of the initial material for the RM (top) and the reference spectrum of benzoic acid (Benzoic 
acid –  DSC calibration standard, LGC Standards) (below)
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2. Характеризация материалов-кандидатов 
в СО по массовой доле основного вещества кос-
венным методом «сто минус сумма примесей»;

3. Подтверждение значения массовой доли 
основного вещества прямым методом;

4. Исследование однородности и стабиль-
ности материалов-кандидатов в СО.

Далее рассмотрим каждый этап.

1. Идентификация материалов-
кандидатов в СО
В качестве примера на рис. 1 представлен 

ИК-спектр исходного материала для СО сос-
тава бензойной кислоты (вверху) и  ИК-спектр 
сравнения бензойной кислоты (внизу) 16. 

16 Benzoic acid –  DSC calibration standard // LGC 
Standards [website]. URL: https://www.lgcstandards.
com/TL/en/Benzoic-acid-DSC-calibration-standard/p/
LGC2606 (Accessed: 20.09. 2024).

Положение полос поглощения на ИК спектре 
исходного материала для СО, установленное 
с применением программного обеспечения 
Фурье-спектрометра, совпало с положением 
полос поглощения на ИК-спектре сравнения 
бензойной кислоты. Также визуально наблю-
дается совпадение относительной интенсив-
ности полос поглощения ИК-спектра исход-
ного материала для СО и ИК-спектра сравне-
ния бензойной кислоты.

Аналогично было установлено совпадение 
по положению и относительной интенсивно-
сти полос поглощения ИК спектра исходного 
материала для СО состава сорбиновой кисло-
ты с ИК-спектром сравнения сорбиновой кис-
лоты, приведенного в LGC 17 Standards.

С целью дополнительной идентификации 
материалов СО проводили определение их 

17 Там же.



Рис. 2. Результаты определения температуры плавления бензойной кислоты 
при различных скоростях нагрева

Fig. 2. The results of determination of melting point of benzoic acid at different heating rates
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температуры плавления методом дифферен-
циального термического анализа при различ-
ных скоростях нагрева: 0,5; 1; 2; 5; 10 К/мин. 
Термограммы бензойной кислоты (рис. 2), со-
рбиновой кислоты (рис. 3).

В результате экстраполяции данных на зна-
чение нулевой скорости нагрева получена за-
висимость: y = 0,0070 ∙ x + 121,09 –  для бензой-
ной кислоты; y = 0,0097 ∙ x + 133,46 –  для сорби-
новой кислоты, где y –  температура плавления, 

°C; x –  скорость нагрева, К/мин.
Результаты определения температуры плав-

ления бензойной и сорбиновой кислоты при-
ведены в табл. 1.

Установлена экспериментальная температу-
ра плавления: 121,1 °C –  для бензойной кисло-
ты; 133,5 °C –  для сорбиновой кислоты. Таким 
образом, экспериментально подтверждена бли-
зость экспериментальных температур плавле-
ния для материалов СО к теоретическим значе-
ниям: 122 °C –  для бензойной кислоты; 134 °C –  
для сорбиновой кислоты.

В результате проведенных исследова-
ний на основе совокупности выявленных 

признаков (сходства спектров, близость темпе-
ратур плавления к теоретическим) установлено, 
что исследуемые вещества являются бензой-
ной и сорбиновой кислотами, соответственно.

2. Характеризация материалов-
кандидатов в СО по массовой доле 
основного вещества косвенным методом 
«сто минус сумма примесей»
Массовую долю сорбиновой и бензойной 

кислот WOB, %, рассчитывали по формуле

WOB = 100 – (WРП + WПМПВ + WСЗ + WЛОС),    (1)

где WРП –  массовая доля родственных приме-
сей, %; WПМПВ –  массовая доля воды, %; WСЗ –  
массовая доля суммы неорганических приме-
сей, %; WЛОС –  массовая доля легколетучих ком-
понентов, отличных от воды, %.

Для разработки методик измерений массо-
вой доли каждой группы примесей (родствен-
ные примеси, вода, неорганические примеси, 
легколетучие компоненты, отличные от во-
ды) проводился анализ режимов проведения 



Рис. 3. Результаты определения температуры плавления сорбиновой кислоты 
при различных скоростях нагрева

Fig. 3. The results of determination of the melting point of sorbic acid at different heating rates

Та б л и ц а  1 .  Результаты определения температуры плавления
Ta b l e  1 .  The results of melting point determination

Наименование кислоты Температура плавления экспе-
риментальная, °C

Температура плавления теоре-
тическая, °C *

Бензойная кислота 121,1 122

Сорбиновая кислоты 133,5 134
* National Library of Medicine [website]. URL: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov (Accessed: 20.09. 2024).
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измерений, представленных в стандартизо-
ванных методиках измерений, фармакопей-
ных статьях, рекомендациях производителей 
оборудования и хроматографических колонок. 
Далее с целью повышения точности результа-
тов измерений проводилась оптимизация па-
раметров измерений.

2.1. Результаты измерений массовой 
доли воды
Результаты измерений массовой доли во-

ды, полученные волюмометрическим титро-
ванием по Карлу Фишеру на ГЭТ  173, приве-
дены в табл. 2. Расширенная неопределенность 

результатов измерений была оценена в соот-
ветствии с алгоритмом, приведенным в [22]. 
Дополнительно в табл. 2 представлены нор-
мативные значения, установленные в фарма-
копейных статьях: ФС.2.1.0066.18 –  для бен-
зойной кислоты; ФС.2.1.0035.15 –  для сорби-
новой кислоты.

Согласно данным табл. 2, измеренные зна-
чения массовой доли воды в материалах СО 
не превышают значений, установленных в фар-
макопейных статьях.

Полученные значения массовой доли воды 
были учтены при расчете массовой доли основ-
ного вещества при характеризации СО.



Та б л и ц а  2 .  Результаты измерений массовой доли воды
Ta b l e  2 .  The results of water mass fraction measurements

Наименование 
кислоты

Массовая доля воды, 
%

Абсолютная рас-
ширенная 

неопределенность
(k = 2), %

Норматив 
по фармакопейной 

статье

Бензойная кислота 0,059 0,009 0,7

Сорбиновая кислота 0,102 0,004 1,0

Рис. 5. Результаты варьирования скорости потока 
элюента

Fig. 5. The results of varying the eluent flow rate

Рис. 4. Результаты варьирования температуры тер-
мостата колонок

Fig. 4. The results of varying the temperature of the 
column thermostat
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2.2. Результаты измерений массовой 
доли родственных примесей
С целью оптимизации параметров хрома-

тографирования перед проведением измере-
ний массовой доли схожих по строению при-
месей был проведен факторный эксперимент. 
За основу взят режим хроматографирования 
измерений, предложенный компанией Agilent 
для пищевых кислот, однако для адаптации 
методических параметров на используемом 
оборудовании необходимо было провести до-
полнительные исследования. Для этого изу-
чали влияние температуры термостата коло-
нок, скорости потока элюента, а также объе-
ма аликвоты, варьируя один из этих параме-
тров при неизменности остальных. Получена 
серия хроматограмм исследуемой пробы при 
температуре колонок 20; 30; 40 °C; скорости 
потока 0,4; 0,6; 0,8 мл/мин; объеме аликвоты 
3; 6; 9 мкл. Исследования проводились с це-
лью поиска оптимальной воспроизводимости 
системы, разделения пиков в соответствии 
с формулами (2–4).

Полученные хроматограммы приведены 
на примере бензойной кислоты (рис. 4, 5, 6).

Выбор условий хроматографирования был 
продиктован необходимостью выполнения сле-
дующих требований:

1. прецизионность системы (RSD) → min

2

1

( )100
1

n
i

i

X XRSD
X n=

−= ⋅
−∑ ;         (2)

2. ассиметричность пиков Ss → 1,5

0,05

2
W

As
f

=
⋅

;                     (3)

3. разрешение между пиками Rs → 1,5

2 1

1 2

2 ( )R Rt t
Rs

W W
⋅ −

=
+

,               (4)

где W0,05 –  ширина пика на 5 % высоты; f –  рас-
стояние между перпендикуляром, опущенным 



Рис. 6. Результаты варьирования объема аликвоты
Fig. 6. The results of varying the volume of aliquot

Рис. 7. Зависимость площади пика от массовой концентрации бензойной кислоты (пунктирная линия) и за-
висимость относительной стандартной неопределенности типа А от массовой концентрации раствора бен-

зойной кислоты (сплошная линия)
Fig. 7. The dependence of the peak area on the mass concentration of benzoic acid (dashed line) and the dependence 

of the relative standard uncertainty of type A on the mass concentration of the benzoic acid solution (solid line)
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из вершины; tR1, tR2 –  время удерживания; X –  
результаты измерений площади пиков.

В итоге предложен следующий режим хро-
матографирования для бензойной и сорбино-
вой кислот:
колонка –  ZORBAX C8 (4,6 × 250) mm 

5-micron;
подвижная фаза –  ацетонитрил-буферный 

раствор 90:10;
режим элюирования –  изократический;
температура термостата колонок –  30 °C;
скорость потока –  0,6 мл/мин;
объем аликвоты –  6 мкл;
детектор –  ДМД, 210 нм.
Расчет массовой доли примесей осущест-

влялся методом внутренней нормализации, 
поэтому необходимо было проверить диапа-
зон линейности детектора к основному ком-
поненту в пяти порядках, чтобы подтвердить 
возможность обработки данных, полученных 
методом внутренней нормализации от 0,001 
до 100 %.

С целью подтверждения линейности детек-
тора в пяти порядках проводили хроматогра-
фирование растворов бензойной и сорбиновой 
кислот с массовыми концентрациями 0,000 1; 
0,001; 0,01; 0,1; 1,0 мг/см3 (рис. 7).

На примере растворов бензойной кислоты 
(рис. 7):



[мин]Время
5 6 7 8

[mОП]

Аб
со

рб
ци

я

-1

0

1

2

3

4

5
[%]

Вещ
ества

0

20

40

60

80

4,
67

 Б
ен

зо
йн

ая
 к

ис
ло

та
 

5,
99

  

6,
20

  

6,
50

  6,
69

  

7,
97

  

Data\ Бензойная_0,702мг_мл_30С_210нм_0,6_10мкл_90-10_29.08.2023 11_15_42_052_3 - PDA1-210nm -at -1nm

Рис. 8. Пример хроматограммы бензойной кислоты (увеличение)
Fig. 8. An example of a benzoic acid chromatogram (magnification)

Та б л и ц а  3 .  Результаты измерений массовой доли родственных примесей бензойной 
кислоты
Ta b l e  3 .  The measurement results of the mass fraction of related impurities of benzoic acid

Пик 1 Пик 2 Пик 3

t, мин S, mОП · с t, мин S, mОП · с t, мин S, mОП · с

4,673 17 748,838 5,993 0,978 1 6,200 0 3,357 7

4,673 17 206,488 6,007 1,197 6,200 0 3,382 3

4,673 17 676,575 6,000 1,248 6,200 0 3,331 7

4,673 17 089,337 4 6,000 1,099 5 6,193 0 3,210 4

Пик 4 Пик 5 Пик 6
W, %

t, мин S, mОП · с t, мин S, mОП · с t, мин S, mОП · с

6,500 0 0,496 6 6,693 0 3,835 3 7,973 0 20,547 0 0,164 3

6,520 0 0,996 8 6,693 0 4,391 0 7,973 0 20,105 0 0,174 5

6,507 0 0,492 1 6,693 0 3,980 6 7,973 0 20,225 0 0,165 4

6,520 0 0,449 2 6,693 0 3,442 8 7,973 0 20,401 7 0,167 1
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а) показана линейность детектора (коэффи-
циент регрессии 0,999 8) при исследовании рас-
творов с концентрациями, различающимися 
на несколько порядков;

б) отмечено, что при увеличении массовой 
концентрации уменьшается относительная 
стандартная неопределенность типа А;

в) выявлено, что резкое уменьшение стан-
дартной неопределенности типа А происхо-
дит при концентрации исследуемого раство-
ра 0,1 мг/см3, при этом дальнейшее увеличение 
массовой концентрации раствора бензойной 
кислоты не приводит к уменьшению разбро-
са результатов измерений.

Кроме того, было установлено, что при мас-
совых концентрациях исследуемых растворов 
свыше 0,1 мг/см3 на хроматограммах происхо-
дит искажение формы основного пика, повы-
шение его асимметричности. Поэтому в качест-
ве раствора для исследования количествен-
ного содержания родственных примесей был 
выбран раствор с массовой концентрацией, рав-
ной 0,1 мг/см3.

Далее приведены: хроматограмма бензой-
ной кислоты (рис. 8); результаты измерений 
массовой доли родственных примесей (табл. 3); 
бюджет неопределенности на примере бензой-
ной кислоты (табл. 4).



Та б л и ц а  4 .  Бюджет неопределенности результатов измерений массовой доли родствен-
ных примесей бензойной кислоты
Ta b l e  4 .  Uncertainty budget of the measurement results of the mass fraction of related 
impurities of benzoic acid

Источник Оценка Ед. изм. ui
Коэф. 

чувств. сi

Закон 
распр.

Число 
степ. 

свобо-
ды, νi

сiui сi
2ui

2

Повтор. 0,168 % 0,002 29 1 N 3 2,3 · 10–3 5,2 · 10–6

S1 17 430,310 mОП · с 330,890 6 -9,6 · 10–6 N 3 -3,2 · 10–3 1,0 · 10–5

S2 1,131 mОП · с 0,118 8 5,7 · 10–3 N 3 6,8 · 10–4 4,6 · 10–7

S3 3,321 mОП · с 0,076 3 5,7· · 10–3 N 3 4,4 · 10–4 1,9 · 10–7

S4 0,609 mОП · с 0,259 6 5,7 · 10–3 N 3 1,5 · 10–3 2,2 · 10–6

S5 3,912 mОП · с 0,391 7 5,7 · 10–3 N 3 2,2· · 10–3 5,0 · 10–6

S6 20,320 mОП · с 0,194 5 5,7 · 10–3 N 3 1,1 · 10–3 1,2 · 10–6

Стандартная неопределенность типа А, uA, % 0,002 29
Стандартная неопределенность типа В, uB, % 0,004 38
Суммарная стандартная неопределенность, uC, % 0,004 95
Расширенная неопределенность при коэффициенте охвата k = 2, U, % 0,010

47Measurement Standards. Reference Materials. 2024. Vol. 20, no. 4. P. 36–56

M. P. Krasheninina, O. S. Shokhina, S. G. Makarova et al. Development of Reference Materials of Benzoic and Sorbic Acids

По результатам проведенных измерений 
массовая доля родственных примесей в бен-
зойной кислоте составила (0,168 ± 0,010)%.

На хроматограмме исследуемого раствора 
сорбиновой кислоты пиков, соответствующих 
родственным примесям, в пределах чувстви-
тельности используемого метода измерений 
выявлено не было. Массовая доля родственных 
примесей в сорбиновой кислоте была принята 
равной (0,00 ± 0,04)%.

2.3. Результаты измерений 
неорганических примесей
Суммарное значение массовых долей 

всех обнаруженных металлов для бензойной 
кислоты составляет (0,000 71 ± 0,000 05)%. 
Суммарное значение массовых долей всех об-
наруженных металлов для сорбиновой кисло-
ты составляет (0,006 8 ± 0,000 5)%.

2.4. Результаты идентификации 
и измерений массовой доли легколетучих 
примесей, отличных от воды
На хроматограммах равновесного пара 

над материаламикандидатами для создания 

СО, полученного при различных температур-
ных программах (режимы a, b и c в соответ-
ствии со статьей 467 «Остаточные растворите-
ли» Фармакопеи США [25]), хроматографиче-
ских пиков, в том числе пиков, соответствую-
щих остаточным органическим растворителям 
и другим легколетучим соединениям, в преде-
лах чувствительности используемого метода 
измерений выявлено не было.

По результатам проведенных измерений 
массовая доля легколетучих компонентов 
в бензойной и сорбиновой кислоте принята 
равной (0,00 ± 0,04)%.

2.5. Результаты измерений массовой доли 
основного вещества методом массового 
баланса
Установлено, что массовая доля основ-

ного вещества, полученная косвенным ме-
тодом «сто минус сумма примесей», соста-
вила: (99,77 ± 0,04)% –  в бензойной кислоте; 
(99,89 ± 0,06)% –  в сорбиновой кислоте.

Прослеживаемость результатов измерений 
массовой доли основного вещества, получен-
ных методом «сто минус сумма примесей», 



Рис. 9. Схема получения результатов измерений титриметрическим методом
Fig. 9. The scheme for obtaining measurement results using the titrimetric method
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ГЭТ 176–2019 
Государственный первичный эталон единиц массовой (молярной, атомной) доли  

и массовой (молярной) концентрации компонентов в жидких и твердых веществах  
и материалах на основе кулонометрии  

 

Определения молярной концентрации титранта (раствора гидроксида натрия) 
с применением ГСО 2216–81 

     

 ГВЭТ 176–1–2010 
Государственный вторичный эталон единиц массовой доли,  

массовой (молярной) концентрации компонентов в твердых и жидких 
веществах и материалах на основе объемного  

титриметрического метода анализа 

Массовая доля бензойной кислоты 
WОВ = (99,71 ± 0,54) % 

Массовая доля сорбиновой кислоты 
WОВ = (99,71 ± 0,74) % 
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реализуются до ГЭТ  208. ГВЭТ 208–1 прошел 
процедуру первичной аттестации, в результате 
которой среди прочих получил компетенцию 
выполнять весь комплекс работ по оценке чи-
стоты органических кислот (сорбиновой, бен-
зойной, лимонной, винной, яблочной, глутами-
новой, фумаровой), а также в части аттестации 
чистых органических веществ с низкой поляр-
ностью (logKo/w от минус 8,0 до минус 2,0) 
и молекулярной массой до 300 а. е. м. [18].

3. Подтверждение значения массовой 
доли основного вещества прямым 
методом
Схема получения результатов измерений 

массовой доли основного вещества и получен-
ные значения прямым методом с указанием 
прослеживаемости результатов измерений при-
ведена на рис. 9.

Для сравнения результатов измерений, по-
лученных прямым и косвенным методами, ис-
пользован алгоритм, описанный в [28].

Рассчитывали абсолютное расхождение ре-
зультатов измерений массовой доли основного 
вещества, полученных косвенным и прямым 
методами, по формуле

Δ = WОВ(ГВЭТ208–1) – WОВ(ГВЭТ176–1) ≤ R,      (5)

где WОВ(ГВЭТ208–1) –  результат, полученный кос-
венным методом, %; WОВ(ГВЭТ176–1) –  результат, 
полученный прямым методом, %.

Полученное расхождение не превышает нор-
матив R, рассчитанный по формуле

2 2

208-1 176 1ГВЭТ ГВЭТR U U −= + ,             (6)

где UГВЭТ208–1 –  расширенная неопределен-
ность результата, полученного косвенным 
методом, %; UГВЭТ176–1 –  расширенная неопре-
деленность результата, полученного прямым 
методом, %.

Далее рассчитывали отклонение от средне-
го арифметического значения и его расширен-
ную неопределенность по формулам

i id W W= − ,                        (7)

2 2( ) 2 ( ) ( )i C i CU d u W u W= ⋅ + ,            (8)

где W  –  среднеарифметическое значение, рас-
считанное по результатам, полученным пря-
мым и косвенным методами, %; Wi –  результат, 
полученным каждым методом, %.

Приведем итоги сравнения результатов кос-
венного и прямого метода (рис. 10).
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Рис. 10. Сравнение результатов измерений, полученных прямым и косвенным методами измерений
Fig. 10. Comparison of measurement results obtained by direct and indirect measurement methods
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По результатам расчета для массовой доли 
основного вещества в бензойной и сорбиновой 
кислотах, полученных прямым и косвенным 
методами, выполняется условие

( )i id U d≤ .                         (9)

Следовательно, результаты измерений пря-
мым и косвенным методами измерений с уче-
том соответствующих неопределенностей яв-
ляются согласованными.

4. Исследование однородности 
и стабильности материалов-
кандидатов в СО
Измерения массовой доли основного веще-

ства при исследовании однородности и ста-
бильности материалов-кандидатов в СО вы-
полнены косвенным методом «сто минус сум-
ма примесей».

4.1.  Оценка  неоднородности  материа-
лов-кандидатов в СО

Проведена методом однофакторного диспер-
сионного анализа с использованием 6 экзем-
пляров с учетом положений ГОСТ  ISO Guide 
35–2015 18 (табл. 5).

Установлено, что межэкземплярная неод-
нородность превышает внутриэкземплярную 
неоднородность. Следовательно, стандартная 
неопределенность от неоднородности материа-
лов-кандидатов в СО должна быть учтена при 
оценке расширенной неопределенности атте-
стованного значения СО.

18 ГОСТ  ISO Guide 35–2015 Стандартные образцы. 
Общие и статистические принципы сертификации 
(аттестации).

4.2. Оценка нестабильности материалов-
кандидатов в СО
Проведена методом классического старения 

с учетом положений ГОСТ  ISO Guide 35–2015. 
Срок исследования нестабильности при тем-
пературе окружающего воздуха от 4 до 25 °C, 
равный половине предполагаемого срока год-
ности, составил 6 месяцев. Результаты обрабо-
таны методом регрессионного анализа (табл. 6).

В соответствии с данными табл. 6, неопре-
деленность, связанная с наклоном s(b1), не пре-
вышает доверительный интервал t0,95;(n-2) ∙ s(b1), 
т. е. наклон не значим. Следовательно, неста-
бильность не наблюдается. Однако стандарт-
ная неопределенность от нестабильности СО 
должна быть учтена при оценке расширенной 
неопределенности аттестованного значения СО.

Выводы
Установленные в ходе работы метрологиче-

ские характеристики СО объединены в табл. 7.
Разработанные СО внесены в реестр 

утвержденных типов стандартных образцов 
под номерами ГСО 12297–2023 (бензойная кис-
лота) и ГСО 12298–2023 (сорбированная кисло-
та). Далее объединены нормированные метро-
логические характеристики (табл. 8).

Предназначение СО: а) хранение и передача 
единицы величины «массовая доля компонен-
та», воспроизводимой ГЭТ  208; б) аттестация 
методик измерений; в) контроль точности ре-
зультатов измерений массовой доли бензойной 
и сорбиновой кислот как основного компонен-
та в сырье и составе пищевых продуктов, про-
довольственного сырья и фармацевтических 
препаратов. СО могут использоваться для по-
верки, калибровки, установления и контроля 



Та б л и ц а  5 .  Результаты оценивания неоднородности материалов-кандидатов в СО
Ta b l e  5 .  The assessment results of heterogeneity of candidate materials for RMs

Наименование СО Аттестуемая 
характеристика

MSwithin 
(%)* MSamong (%)**

Стандартная не-
определенность 
от неоднородно-
сти материала 

СО, %

СО состава бензой-
ной кислоты

Массовая доля бен-
зойной кислоты 0,002 1 0,028 0,081

СО состава сорби-
новой кислоты

Массовая доля сор-
биновой кислоты 0,002 4 0,030 0,084

Примечания. * MSwithin –  средние квадраты отклонений результатов измерений от средних значений внутри 
одного экземпляра. ** MSamong –  средние квадраты отклонений средних результатов между экземплярами.

Та б л и ц а  6 .  Результаты оценивания нестабильности материалов-кандидатов в СО
Ta b l e  6 .  The assessment results of instability of candidate materials for RM

Номер экз. СО Месяц 
исследования

Результаты измерений 
массовой доли бензой-

ной кислоты, %

Результаты измерений 
массовой доли сорбино-

вой кислоты, %

1 0 99,74 99,86

2 1 99,78 99,89

3 2 99,71 99,82

4 3 99,81 99,89

5 4 99,69 99,81

6 5 99,73 99,83

7 6 99,71 99,8

Коэффициент b1 -0,007 9 -0,010 6

Коэффициент b0 99,76 99,87

Стандартное отклонение точек от линии s 0,047 0,034

Неопределенность, связанная с наклоном s(b1) 0,010 8 0,007 9

Критерий Стьюдента для n-2 степеней свобо-
ды и P = 0,95, t0,95;(n-2)

2,776 2,776

Доверительный интервал t0,95;(n-2) ∙ s(b1) 0,030 0,022

Заключение Наклон не значим Наклон не значим

Стандартная неопределенность от долговре-
менной нестабильности, % 0,13 0,09
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Та б л и ц а  7.  Результаты оценивания метрологических характеристик СО
Ta b l e  7.  The assessment results of metrological characteristics of RMs

Наименование характеристики Бензойная 
кислота

Сорбиновая 
кислота

Аттестованное значение, % 99,77 99,89

Стандартная неопределенность от характеризации, % 0,06 0,06

Стандартная неопределенность от неоднородности, % 0,081 0,084

Стандартная неопределенность от долговременной нестабильности, % 0,13 0,09

Стандартная неопределенность от кратковременной нестабильности, % 0,04 0,12

Суммарная стандартная неопределенность, % 0,16 0,18

Расширенная неопределенность аттестованного значения (k = 2, 
P = 0,95), % 0,33 0,37

Т а б л и ц а  8 .  Нормированные метрологические характеристики ГСО 12297–2023 
и ГСО 12298–2023
Ta b l e  8 .  Standardized metrological characteristics of GSO 12297–2023 and GSO 12298–2023

Номер ГСО Аттестуемая 
характеристика

Интервал допу-
скаемых аттесто-

ванных значе-
ний, %

Границы допу-
скаемых значе-

ний абсолютной 
погрешности при 

Р = 0,95, %

Допускаемое значе-
ние абсолютной рас-
ширенной неопре-

деленности при k = 2, 
Р = 0,95, %

ГСО 12297–2023
Массовая до-
ля бензойной 
кислоты

от 95,00 до 100,00 ± 0,50 0,50

ГСО 12298–2023
Массовая до-
ля сорбиновой 
кислоты

от 95,00 до 100,00 ± 0,50 0,50
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стабильности градуировочной (калибровоч-
ной) характеристики, проведения испытаний 
в целях утверждения типа средств измерений.

Заключение
Результатом исследований стала разработ-

ка СО состава бензойной кислоты (С7Н6О2 
СО УНИИМ) ГСО 12297–2023, СО состава 
сорбиновой кислоты (С6Н8О2 СО УНИИМ) 
ГСО 12298–2023 с аттестованным значени-
ем массовой доли основного вещества с уста-
новленной прослеживаемостью к ГЭТ  208. 
Использование для характеризации междуна-
родно признанного подхода «сто минус сум-
ма примесей», реализованного на оборудова-
нии из состава государственных первичных 

и вторичных эталонов ГЭТ  173, ГЭТ  176, 
ГВЭТ 208–1, оптимизация параметров прове-
дения измерений позволило обеспечить точ-
ность разработанных СО в четыре раза по срав-
нению с существующими аналогами.

Полученная в ходе исследования согласо-
ванность результатов измерений прямым и кос-
венным методами измерений демонстрирует 
применимость СО для метрологического обес-
печения как хроматографических методик из-
мерений (ГОСТ  33332–2015, ГОСТ  33809–2016, 
ГОСТ  ISO 9231–2015, ГОСТ  34882–2022), ис-
пользуемых в пищевой промышленности, так 
и титриметрических методик, применяемых 
для оценивания чистоты фармацевтических 
субстанций ФС.2.1.0066.18, ФС.2.1.0035.15.
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