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Резюме
Введение. Одно из актуальных направлений развития современной фармации – поиск новых высокоэффективных фармацевтических 
субстанций с широким спектром фармакологического действия и низкой токсичностью. В результате проведенных рядом авторов 
исследований были показаны положительные результаты применения генистеина для профилактики и при терапии сердечно-сосудистых 
заболеваний и остеопороза у женщин в период менопаузы. Он проявляет гипохолестеринемическое и антидиабетическое действие, а 
также радиозащитные свойства. Была проведена сравнительная оценка генистеина из жмыха семян сои культурной [Glycine max (L.) 
Merr.] и синтезированного ФГУП НПЦ «Фармзащита» ФМБА и кафедре ХТЛВ, СПХФУ. Исследования природного генистеина методом  
ГХ-МС показало наличие в образце примесь родственного изофлавона – дайдзеин. Синтезированный генистеин был оценен по 
показателям качественного анализа. 
Цель. Цель нашего исследования являлось разработка методики количественного определения генистеина для его аттестации в качестве 
стандартного образца.
Материалы и методы. Объектом исследование являлся генистеин 96 %, (abcr. Gute Chemie, Германия). Количественное определение 
методом неводного титрования проводили на pH-метре лабораторном F20 (METTLER TOLEDO, США) в среде диметилформамида (ДМФА) 
х.ч. (АО «ЭКОС-1», Россия). Исследование методом ВЭЖХ выполняли на высокоэффективном жидкостном хроматографе LC-20 Prominence  
(Shimadzu, Япония).
Результаты и обсуждение. За основу разработки методики количественного определения генистеина использовали рекомендованную 
ГФ РФ XIV издания метод неводного титрования в среде ДМФА, титрант 0,1 М раствора гидроксида натрия. Конечная точка титрования 
(КТТ) устанавливалась с помощью индикатора тимолового синего. Однако была отмечена сложность в визуальной фиксации 
изменением окраски индикатора. Было предложено использовать потенциометрическое определение конечной точки титрования. Для 
количественного определения генистеина в БАВ и лекарственных средствах предложена методика ВЭЖХ.
Заключение. Разработана методика неводного титрования генистеина с потенциометрическим определением конечной точки 
титрования в среде ДМФА. Интегральная кривая потенциометрического титрования не обладает достаточной информативностью. 
Поэтому рекомендуется строить дифференциальную кривую титрования для определения конечной точки титрования. Валидационная 
оценка полученных результатов показала, что методика является правильной (RSD, % = 1,25), сходимой (RSD, % = 1,21) и внутрилабораторно 
прецизионной (в первый день RSD, % = 1,21, во второй день RSD, % = 1,41).
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Abstract
Introduction. One of the priority directions in the development of modern pharmacy is the search for new highly effective pharmaceutical 
substances with a high spectrum of pharmacological action and low toxicity. As a result of studies conducted by a number of authors, positive 
results have been shown for the use of genistein for the prevention and treatment of cardiovascular diseases and osteoporosis in menopausal 
women. It exhibits hypocholesterolemic and antidiabetic effects, as well as radioprotective properties. A comparative evaluation of genistein from 
soybean seed cake [Glycine max (L.) Merr.] and synthesized by SPC "Pharmzashchita" and the department of chemical technology of medicinal 
substances, SPCPU was carried out. Studies of natural genistein by GC-MS showed the presence of an admixture of a related isoflavone, daidzein, in 
the sample. The synthesized genistein was assessed in terms of qualitative analysis. 
Aim. The aim of our study was to develop a method for the quantitative determination of genistein for its certification as a CRM.
Materials and methods. The object of the study was 96 % genistein (abcr. Gute Chemie, Германия). Quantitative determination by non-aqueous 
titration was carried out on a laboratory pH meter F20 (METTLER TOLEDO, USA) in a reagent grade DMFA medium (JSC "EKOS-1", Russia). The HPLC 
study was carried out on an Agilent 1200 Series high-performance liquid chromatograph LC-20 Prominence (Shimadzu, Japan).
Results and discussion. The method of non-aqueous titration in DMFA medium which recommended by the State Pharmacopoeia of the Russian 
Federation XIV edition, titrant 0.1 M sodium hydroxide solution, was used as the basis for the development of a method for the quantitative 
determination of genistein. The end point of the titration was set using thymol blue indicator. However, the difficulty in visual fixation by changing 
the color of the indicator was noted. It has been proposed to use a potentiometric end-point determination. For the quantitative determination of 
genistein in dietary supplements and drugs containing this substance a HPLC method was proposed.
Conclusion. A method for non-aqueous titration of genistein with potentiometric end-point determination in DMFA medium has been developed. 
The integral curve is not very informative for a clear definition of the titration end point. It is recommended to use a differential curve. The validation 
evaluation of the obtained results showed that the method is trueness (RSD, % = 1.25), precision (RSD, % = 1.21) and intermediate precision (on the 
first day of RSD, % = 1.21, on the second day of RSD, % = 1.41).
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ВВЕДЕНИЕ
Одно из актуальных направлений развития со-

временной фармации – поиск новых высокоэффек- 
тивных фармацевтических субстанций с широким  
спектром фармакологического действия и низкой  
токсичностью. Большой интерес, в связи с этим, 
представляют вещества природного происхождения,  
в частности генистеин. В результате проведенных 
рядом авторов исследований было показано, что ге-
нистеин оказывает положительное действие для 
профилактики и при терапии сердечно-сосудистых 
заболеваний и остеопороза у женщин в период ме-
нопаузы, проявляет гипохолестеринемическое, анти-
диабетическое действие и антитромбоцитарную ак-
тивность [1–4]. В проведенных ранее исследованиях  
были обнаружены его радиозащитные свойства, ко-
торые максимальны при его введении до облучения.  
Показана возможность создания на его основе ле-
карственного препарата для сопровождения лучевой  
терапии опухолей [5, 6]. 

Препараты на основе сои содержат в своем со-
ставе комплекс изофлавонов, и при маркировке не-
которых биологически активных добавок (БАД) не 
указывают, какие изофлавоны включены, указывает-
ся только суммарное количество. Отсутствие аттесто- 
ванного отечественного стандартного образца гени-
стеина затрудняет проведение процедуры оценки ка-
чества БАД или лекарственных средств на основе ге-
нистеина. Применение стандартных образцов (СО) 
обеспечивает метрологическую сопоставимость и со-
вместимость результатов любого анализа, в том числе 
фармацевтического [7, 8]. 

В проведенной нами ранее работе была выпол-
нена сравнительная оценка генистеина из жмыха се-
мян сои культурной [Glycine max (L.) Merr.] и синтези- 
рованного ФГУП НПЦ «Фармзащита» ФМБА и кафе-
дре химической технологии лекарственных веществ,  
СПХФУ  [9, 10]. Исследования природного генистеина 
методом ГХ-МС показало наличие в образце примесь 
родственного изофлавона – дайдзеин [6]. Синтезиро-
ванный генистеин был оценен его показатели качест- 
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ва. Было подтверждено его химическое строение и 
определены спектральные характеристики методами 
ЯМР, ИК и рамановской спектроскопии, полученные 
данные могут быть использованы в нормативной до-
кументации для аттестации генистеина как СО [10].

Таким образом, синтетический метод получения 
генистеина предпочтителен для разработки СО и 
его дальнейшей аттестации. 

Целью нашего исследования являлось разработ-
ка методики количественного определения генистеи- 
на для его аттестации в качестве СО.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследование являлся генистеин 96 %, 

(abcr. Gute Chemie, Германия). В качестве титранта ис-
пользовали натрия гидроксид, ч.д.а. (ООО «Вектор», 
Россия), в качестве растворителя была использова-
на смесь бензола, х.ч. (ГОСТ 5955-75, АО «ЭКОС-1», 
Россия) и метанола, х.ч. (ГОСТ 6995-77, АО «ВЕКТОН», 
Россия), для среды титрования был использован ди-
метилформамид (ДМФА), х.ч., (АО «ЭКОС-1», Рос-
сия), индикатором служил тимоловый синий, ч.д.а. 
(ООО  «АО РЕАХИМ», Россия). Количественное опре-
деление проводили на pH-метре лабораторном F20 
(METTLER TOLEDO, США) в среде ДМФА. 

Приготовление титранта 0,1 М раствора  
гидроксида натрия

0,4 г натрия гидроксида растворяют в 10 мл ме-
танола, далее попеременно добавляют бензол и ме-
танол так, чтобы соотношение было 1 : 4, не допуская 
расслаивания раствора [11].

Стандартизация 0,1 М раствора  
гидроксида натрия

10 мл свежеперегнанный ДМФА вносят в пло-
скодонную колбу на 100 мл, добавляют 2 капли инди- 
катора тимолового синего, и титруют 0,1 М раство-
ром гидроксида натрия до перехода окраски в синий 
цвет, устанавливают объем титранта, пошедшего на 
нейтрализацию. Далее бюретку снова заполняют до 
нулевой отметки. Отвешивают около 0,05 г бензой- 
ной кислоты (точная навеска) и вносят в ту же кол-
бу для титрования, перемешивают до растворения и 
вновь титруют тем же 0,1 М раствором натрия гид- 
роксида до перехода окраски в синий цвет. Для рас-
чета концентрации берут объем титранта, пошедшего 
только на бензойную кислоту. Расчет ведут в соот-
ветствии с ГФ РФ XIV издания [11].

Методика количественного определения  
генистеина методом неводного титрования  
с предварительной нейтрализацией ДМФА 

10 мл ДМФА вносят в мерный стакан на 50 мл, до-
бавляют 2 капли индикатора тимолового синего и тит- 
руют 0,1 М раствором гидроксида натрия до перехо-

да окраски в синий цвет с использованием магнитной 
мешалки. Далее бюретку снова заполняют до нуле- 
вой отметки. Отвешивают около 0,05 г генистеина  
(точная навеска) и вносят мерный стакан на 50 мл, пе-
ремешивают до растворения, устанавливают элект- 
рохимическую ячейку так, чтобы электроды были пол-
ностью в растворе, ожидают, когда на приборе уста-
новится равновесие и титруют тем же титрантом при 
непрерывном перемешивании. Каждый раз при до-
бавлении определенного объема титранта ожидали 
установления равновесия в ячейке для записи показа-
ний прибора. Для расчета концентрации берут объем 
титранта, пошедшего только на генистеин (таблица 1). 

Таблица 1. Результаты неводного титрования генистеина  
с потенциометрическим определением конечной точки  
титрования

Table 1. Results of non-aqueous titration of genistein  
with potentiometric determination of the end point  
of the titration

Номер образца
Sample number

С, %

1 97,2
2 97,82
3 97,88
4 98,27
5 98,66
6 99,29

7 100,28

8 100,76

Для определения БАВ на основе генистеина была 
разработана методика количественное определение 
методом ВЭЖХ. 

Около 0,02 г (точная навеска) генистеина поме-
щают в мерную колбу вместимостью 50 мл, раство-
ряют в 50 мл метаноле (HPLC for Gradient Analysis,  
CAS № 75-05-8, США) и доводят объем раствора до 
метки и перемешивают. Хроматографируют испыту-
емый раствор и определяют площадь пика исследу- 
емого образца. Определение проводили в режиме 
изократического элюирования, при этом использо-
вали следующее оборудование: высокоэффективный 
жидкостный хроматограф LC-20 Prominence (Shi- 
madzu, Япония), снабженный диодно-матричным де-
тектором (УФ-детектор модель SPD-M20A). Непод-
вижная фаза – колонка C18 из нержавеющей стали 
(25,0  см × 4,6 мм), заполненная октадецилсиликаге-
лем зернением 5 мкм. Подвижная фаза – ацетонитрил 
(HPLC for Gradient Analysis, CAS № 75-05-8, Thermo 
Fisher Scientific, США), и 0,1%-й раствор муравьиной 
кислоты. Условия хроматографирования: скорость по-
тока – 0,5 мл/мин; температура термостата колонки – 
400 °С; длина волны детектирования  – 264  нм; объем 
пробы – 10 мкл; время анализа – 20 мин [12, 13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Одним из подходов к количественному определе-

нию вещества как стандартного образца является ис-
пользование абсолютного метода, такого как титри-
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метрия. Данный метод необходим для включения в 
нормативную документацию по показателю «Коли- 
чественное определение». Это относительно быстрый 
метод, позволяет оценивать содержание с  большой  
точности и не требует наличие СО. Генистеин по  
своей природе изофлавон, который не растворим 
в воде, и является очень слабой кислотой. Исходя из 
этих особенностей его свойств, было выбрано невод-
ное титрование с потенциометрическим определени-
ем конечной точки титрования. Неводное титрование 
флавоноидов рекомендуется проводить в среде ди- 
метилформамида, точку эквивалентности устанавли-
вают по индикатору или потенциометрически. Так, 
в частности, для количественного определения суб- 
станции рутозида в ГФ РФ XIV издания предложен  
метод неводного титрования в среде ДМФА, титрант 
0,1  М раствор тетрабутиламмония гидроксида, с по-
тенциометрической точкой определения конца титро-
вания [11].

В начале нашего исследования конечная точка  
титрования (КТТ) устанавливалась с помощью инди- 
катора тимолового синего. Однако была отмечена 
сложность в визуальной фиксации изменением окра-
ски индикатора: генистеин очень слабая кислота 
(pKa1 = 7,63; pKa2 = 9,67; pKa3 = 10,80), резкого измене-
ния pH в растворе при титровании не происходит, по- 
этому сложно установить, до какой окраски индика-
тора необходимо титровать.

Было предложено использовать потенциометри-
ческое определение конечной точки титрования. При 
проведении титрования с контрольным опытом бы-
ли обнаружены скачки на кривых титрования, так как 
среда ДМФА влияет на ход титрования, для нивели-
рования данных скачков было предложено титровать 
с предварительной нейтрализацией ДМФА без конт- 
рольного опыта.

По результатам титрования построены интеграль-
ные и дифференциальные кривые (рисунки 1 и 2). 

Как видно из представленного рисунка 1, при  
титровании скачок изменения потенциала (Е, mV) не-
четкий, поэтому интегральная кривая является ма- 

лоинформативной для определения КТТ. Рекомен-
дуется строить дифференциальную кривую (рису- 
нок 2). 

Статистическая обработка данных (таблица  2) бы-
ла проведена в соответствии с ГФ XIV ОФС.1.1.0013.15 
«Статистическая обработка результатов эксперимен-
та». Методика была валидирована в соответствии с 
ГФ  XIV ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических ме-
тодик» по показателям правильности, повторяемо-
сти и внутрилабораторной прецизионности [11, 14, 
15]. Все выборки были проверены на нормальное  
распределение и был сделан вывод, что массив ана-
литических данных близок к нормальному, поэтому 
все расчеты проводились параметрическими метода-
ми. Среднее и медиана приблизительно равны. Экс-
цесс по модулю меньше 1, коэффициент асимметрии 
по модулю меньше 0,5, что в пределах нормы.

Проведена статистическая обработка данных, по-
лученные результаты представлены в таблицы 2.

Таблица 2. Статистическая обработка данных результатов  
неводного титрования генистеина  
с потенциометрическим определением КТТ

Table 2. Statistical processing of data from the results  
of non-aqueous titration of genistein  
with potentiometric determination of final point of titration

Метрологические характеристики
Metrological characteristics

Х
—

  P f (n – 1) S S2 Х
—
  ± ΔХ

—
  ε, % RSD, %

98,8 95 % 7 1,25 1,56 1,04 1,06 1,26

После проведения статистической обработки дан-
ных содержание вещества составило 98,8 % ± 1,04.

Оценку правильности методики подтвердили ре-
зультатами анализа модельных растворов, результа-
ты представлены в таблице 3 и 4.

Критерием оценки при определении правильно-
сти служило рассчитанное значение коэффициента  
вариации, которое, согласно международным требо-
ваниям, должно быть не более 2 % [11].

Рисунок 1. Общий вид интегральной кривой титрования 
генистеина

Figure 1. General view of the integral titration curve of genistein 

Рисунок 2. Общий вид дифференциальной кривой титрования 
генистеина

Figure 2. General view of the differential titration curve of 
genistein
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Таблица 3. Оценка правильности методики  
неводного титрования генистеина с потенциометрическим  
определением КТТ

Table 3. Evaluation of the correctness of the method  
of non-aqueous titration of genistein with potentiometric  
determination of the end point of the titration

Номер образца
Sample number

Введено, г
Entered, g

Найдено, г
Found, g

Коэффициент 
открываемости, %

Open Rate, %

1 0,0505 0,0506 100,20

2 0,0521 0,0506 97,12

3 0,0503 0,0491 97,61

4 0,0517 0,0520 100,58

5 0,0506 0,0495 97,83

6 0,0504 0,0495 98,21

7 0,0502 0,0495 98,61

8 0,0511 0,0507 99,22

Таблица 4. Статистическая обработка данных  
по оценке правильности методики неводного титрования  
генистеина с потенциометрическим определением КТТ

Table 4. Statistical processing of data on the assessment  
of the correctness of the method of non-aqueous titration  
of genistein with potentiometric determination  
of the end point of the titration

Метрологические характеристики
Metrological characteristics

Х
—

  P f (n – 1) S S2 Х
—
  ± ΔХ

—
  ε, % RSD, %

98,7 95 % 7 1,24 1,53 1,04 1,05 1,25

Сходимость методики оценивалась по результа-
там анализа четырех отдельно приготовленных раст- 
воров, соответствующих 100 % рабочей концентра-
ции генистеина из одного образца субстанции при 
одинаковых условиях проведения анализа (табли-
ца  5). Согласно требованиям, значение коэффициен-
та вариации при оценке сходимости должно быть не 
более 2,0 %. Согласно таблице 5 методика характери-
зуется удовлетворительной сходимостью. Значение 
коэффициента вариации составило 1,21 %, что менее 
2 % [11].

Промежуточная прецизионность методики оце-
нивалась при проведении анализов в разные дни 
и с использованием другой посуды (таблица 6).  
Согласно установленным требованиям, критерием 
оценки промежуточной прецизионности методики 
является коэффициента вариации, при оценке про-
межуточной прецизионности должно быть не более 
2,0 % [11]. 

Согласно таблице 5 методика характеризует-
ся удовлетворительной промежуточной прецизион- 
ностью.

При проведении ВЭЖХ была определена линей-
ность методики на 5 модельных растворах разной 
концентрации генистеина, построен график линей-
ной зависимости (рисунок 3). Значение коэффици- 

ента корреляции составляет 0,9981, что отвечает  
условию критерия приемлемости (не менее 0,99)  [11, 
17]. На рисунке 4 показана хроматограмма генис- 
теина (0,0805 мг/мл), время удерживание составило 
11,59 мин.

Таблица 5. Оценка сходимости  
и внутрилабораторной прецизионности методики  
количественного определения генистеина

Table 5. Evaluation of the accuracy and intermediate precision  
of the method for the quantitative determination of genistein

Масса навески 
генистеина в 1 день, г

Mass of genistein  
in 1 day, g

Объем титранта, 
мл

Titrant volume, ml

Масса навески 
генистеина  
во 2 день, г

Mass of genistein 
in 2 day, g

1 день
1 day

2 день
2 day

0,0506 2,05 1,8 0,0498

0,0504 2,05 1,75 0,0505

0,0502 2,05 1,75 0,0501

0,0511 2,1 1,75 0,0496

Х
—

 2,1 1,8 Х
—

 

S 0,025 0,025 S

RSD, % 1,21 1,41 RSD, %

Х
—
  ± ΔХ

—
  (Р = 95 %) 0,0398 0,040 Х

—
  ± ΔХ

—
  (Р = 95 %)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, была разработана методика не-

водного титрования генистеина с потенциометри-
ческим определением конечной точки титрования в 
среде ДМФА. Установлено, что интегральная кривая 
потенциометрического титрования не обладает до- 
статочной информативностью, так как она не позво-
ляет определить скачок потенциала. Поэтому ре-
комендуется строить дифференциальную кривую 
титрования для определения конечной точки титро-
вания. Валидационная оценка полученных резуль-
татов показала, что методика является правильной  
(RSD, % = 1,25), сходимой (RSD, % = 1,21) и внутрилабо-
раторно прецизионной (в первый день RSD, % = 1,21, 
во второй день RSD, % = 1,41).

Определено, что методика неводного титрования 
с индикатором не позволяет получить корректные 
результаты, так визуально сложно установить конеч-
ную точку титрования из-за нечеткого изменение 
окраски.

Была разработана методика ВЭЖХ количествен-
ного определения генистеина для дальнейшего ис-
следования БАД и лекарственных препаратов на его 
основе. 
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