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Проведено системное спектральное и хроматографическое исследование некоторых пентациклических тритерпеноидов
– наиболее важных представителей лупанового и олеанового рядов. С привлечением современных физико-химических
методов анализа (ИК, ПМР, ГХМС) детально рассмотрены структуры бетулина, диацетата бетулина и аллобетулина.
Подобраны условия, обеспечивающие пригодность ТСХ анализа для качественного обнаружения перечисленных
соединений, а также найдены и описаны условия проведения ВЭЖХ анализа для качественного и количественного
определения бетулина.
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Введение

Вещества растительного происхождения находят широкое применение в качестве
биологически активных добавок и лекарственных средств [1]. В последнее время неуклонно
возрастает внимание специалистов к тритерпеноидам – соединениям, сочетающим доступность
с ценной биологической активностью [2–5]. Один из естественных источников лупановых
тритепеноидов – внешняя часть коры березы – береста. Так, известно, что в бересте может
содержаться до 40% бетулина – самого распространенного представителя пентациклических
тритерпеноидов лупанового ряда. Бетулин и его производные проявляют широкий
спектр биологической активности: противовирусную, противоязвенную, противоопухолевую,
капилляроукрепляющую и другие виды активности [6–8].

Структура бетулина и его производных, а также качественный и количественный состав
сухих и жидких экстрактов устанавливают с использованием современных физико-химических
методов анализа: ТСХ, ИК-спектроскопии, ПМР и ЯМР 13 С спектроскопии, хромато-масс-
спектрометрии. Так, в работе [9] проведена идентификация продукта превращения – диацетата
бетулина – методом ЯМР-спектроскопии. Авторами работы [10] изучен состав экстракта
бересты, при этом, количественное содержание бетулина определяли с использованием
метода хромато-масс-спектрометрии. Обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной
хроматографией (ВЭЖХ) проведена одновременно экстракция и определение бетулина и
бетулиновой кислоты из белой коры берёзы [11]. Из экстракта высушенного карпофора Xantho-
ceras sorbifolia Bunge хроматографическими методами выделен и на основании спектральных
данных идентифицирован бетулин [12].

Однако, до сих пор не приведено системное спектральное и хроматографическое
исследование бетулина и его наиболее известных производных.

В связи с этим, целью настоящей работы является систематизация полученных нами
спектральных (ИК, ЯМР, ГХМС) и хроматографических (ТСХ, ВЭЖХ) данных о физико-
химических свойствах наиболее важных представителей лупанового и олеанового рядов –
бетулина (1), диацетата бетулина (2) и аллобетулина (3). Структуры указанных соединений
представлены на рис. 1.
Экспериментальная часть
Бетулин – 3 β ,28-дигидрокси-20(29)-лупен или луп-20(29)-ен-3 β ,28-диол – выделяли из

предварительно измельченной бересты Betula pendula по методу [13]. Субстанции диацетата
бетулина и аллобетулина получали по методам, описанным в работах [10] и [14] соответственно.

Температуру плавления образцов определяли с помощью прибора для автоматического
определения точки плавления Melting Point System MP50 Mettler Toledo.
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Рисунок 1 – Структурные формулы бетулина 1, диацетата бетулина 2 и аллобетулина 3.

Регистрацию ИК-спектров проводили на спектрометре фирмы Agilent Technologies марка
Cary 600 Series FTIR Spectrometr в таблетках бромида калия. Измерение проводили в
диапазоне от 4000 до 400 см −1 .

Спектры 1 Н ЯМР образцов регистрировали на приборе ЯМР Фурье-спектрометр AvanceAV
400 Bruker в растворах СDCl 3 .

Хромато-масс-спектрометрическое (ХМС) исследование проб проводили на газо-
хроматографическом комплексе Agilent 7820 с масс-селективным квадрупольным детектором
Agilent 5975 при температуре источника ионов 230 ◦ С, температуре квадруполя 150 ◦ С,
энергии ионизации 70 эВ и диапазоне сканирования масс m/z 46÷ 1050.

Контроль индивидуальности веществ проводили методом ТСХ на пластиках Sorbfil c
использованием элюирующих систем: этилацетат : гексан = 1 : 1 (А), гексан : этилацетат= 4 : 1
(Б), хлороформ : этанол = 40 : 1 (В). Детектирование пятен осуществляли модифицированным
реактивом Эрлиха (п-диметиламинобензальдегид : H 2 SO 4 : CH 3 COOH) с последующим
нагреванием пластин в течение 2–3 мин (Г).

ВЭЖХ исследование образцов проводили с помощью жидкостного хроматографа «Agilent
1260 Infinity» с диодно-матричным детектором.

На первом этапе нашей работы были изучены спектральные характеристики (ИК, ЯМР,
ГХМС) сухих субстанций бетулина 1, диацетата бетулина 2 и аллобетулина 3. Полученные
данные сведены в таблицу.
3 β ,28-Дигидрокси-20(29)-лупен (1):
В ИК-спектре бетулина 1 имеется широкая полоса поглощения при 3359 см −1 ,

принадлежащая валентным колебаниям гидроксильных групп (Таблица). Валентные
колебания =СН 2 группы наблюдаются при 3078 см −1 , алкильных фрагментов С–Н групп
– в виде серии полос при 2944 и 2870 см −1 , деформационные колебания кратной С=С связи
обнаруживаются при 1695 и 1644 см −1 , деформационные колебания CH 2 групп отнесены к
1457 см −1 , деформационные колебания CH 3 групп – к полосе при 1374 см −1 , валентные
колебания C–O группы наблюдаются в виде сильной полосы при 1029 см −1 .

В спектре 1 H ЯМР бетулина 1 присутствуют два синглетных пика в области 4.58 и 4.68 м.д.,
принадлежащие химическому сдвигу протонов =СН 2 кратной связи (Таблица). Также в
спектре характерно присутствие двух дуплетных сигналов при 3.32 и 3.79 м.д., относящихся к
протонам –CH 2 связи при 28-положении углеродного атома, протон в 3-положении отмечается
наличием квадрупленого сигнала при 3.18 м.д., также появляется сложный пик при 2.38 м.д.,
принадлежащий протону при 19 углеродном атоме. В области 0.65–2.15 м.д. расположен
комплекс протонов CH 3 , CH 2 , CH групп.

В масс-спектре бетулина 1 наряду с небольшим пиком молекулярного иона 442 (М + )
присутствуют пики высокой интенсивности фрагментов 203, 189, 135, 121, 95, характерные
для лупанового остова (Таблица).
3 β ,28-Диацетокси-луп-20(29)-ен (2):
В ИК-спектре диацетата бетулина 2 имеются валентные колебания =СН 2 группы при

3066 см −1 (Таблица), алкильных фрагментов С–Н групп наблюдаются в виде серии полос при
2945 и 2869 см −1 , колебания карбонильной С=O группы обнаруживаются как сильная полоса
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поглощения при 1733 см −1 , деформационные колебания CH 2 групп отнесены к 1457 см −1 ,
деформационные колебания CH 3 групп – к области 1367 см −1 , валентные колебания C–O
группы наблюдаются в виде сильной полосы при 1241 см −1 .

В спектре 1 H ЯМР диацетата бетулина 2 присутствуют два синглетных пика в области 4.58
и 4.68 м.д., принадлежащие химическому сдвигу протонов =СН 2 кратной связи (Таблица).
Также в спектре имеется квадруплетный сигнал при 4.46 м.д., принадлежащий протону в
3-положении, также характерно присутствие двух дуплетных сигналов при 3.84 и 4.24 м.д.,
относящихся к протонам –CH 2 связи при 28-положении углеродного атома, и присутствует
сложный пик при 2.43 м.д., принадлежащий протону при 19 углеродном атоме. В области
0.74–2.15 м.д. расположен комплекс протонов CH 3 , CH 2 , CH групп.

В масс-спектре диацетата бетулина 2 наряду с незначительным по интенсивности пиком
молекулярного иона 526 (М + ) присутствуют пики высокой интенсивности фрагментов 189,
135, 121, 91, характерные для лупанового остова, а также пики средней интенсивности 466,
423, 203, 161, 67, 55 (Таблица).
3 β -Гидрокси-19 β ,28-эпокси-18α -олеан (3):
В ИК-спектре аллобетулина 3 имеется уширенная полоса поглощения при 3430 см −1

(Таблица), принадлежащая валентным колебаниям гидроксильной группы. Валентные
колебания алкильных фрагментов С–Н групп наблюдаются в виде серии полос при 2939 и
2867 см −1 , деформационные колебания CH 2 групп отнесены к 1450 см −1 , деформационные
колебания CH 3 групп – к серии полос в области 1386, 1375, 1361 см −1 , валентные колебания
C–O группы наблюдаются в виде сильной полосы при 1041 см −1 .

В спектре 1 HЯМР аллобетулина 3 присутствуют два дуплетных сигнала при 3.77 и 3.44 м.д.,
относящихся к протонам –CH 2 связи при 28-положении углеродного атома (Таблица). Также
в спектре имеется синглетный пик при 3.52 м.д., принадлежащий протону СН-группы в 19-
положении углеродного атома и присутствует мультиплетный сигнал в области 3.19 м.д.,
принадлежащий протону СН-группы при 3 углеродном атоме. В области 0.65–1.82 м.д.
расположен комплекс протонов CH 3 , CH 2 , CH групп.

В масс-спектре аллобетулина 3 наряду с пиком молекулярного иона 442 (М + ) присутствуют
пики высокой интенсивности фрагментов 207, 189, 134, 107, 95, 81, 69, 55 в комплексе
характерные для олеанового остова, а также имеются пики средней интенсивности 177, 148,
121 (Таблица).

На втором этапе нашей работы были изучены хроматографические характеристики (ТСХ,
ВЭЖХ) сухих субстанций бетулина 1, диацетата бетулина 2 и аллобетулина 3.

Для получения корректных данных ТСХ анализа для качественного определения
соединений 1–3 были подобраны наиболее эффективные элюирущие системы (А–В). Образец
бетулина 1 хроматографировали в системе А, показатель Rf составил 0,40; образец диацетата
бетулина 2 – в системе Б (Rf 0,66); а образец аллобетулина 3 – в системе В (Rf 0,37).
Проявление пятен во всех случаях осуществляли модифицированным реактивом Эрлиха (Г),
поскольку, при УФ облучении пластин фотонами стандартной длины волны 254 нм пятна не
обнаруживаются.

Образцы бетулина 1 были исследованы методом ВЭЖХ. В качестве рабочего стандартного
образца (РСО) использовали образец бетулина высокой степени очистки (содержанием 98%
согласно данным ГХМС). Исследуемые образцы, РСО бетулина и образец плацебо растворяли
в ацетонитриле с концентрацией пробы 1 мг/мл. Для удаления не растворившихся частиц,
пробы центрифугировали в течение 10 минут, помещали в автодозатор и хроматографировали
с использованием жидкостного хроматографа «Agilent 1260 Infinity» с диодно-матричным
детектором. Колонка размером 100× 4,6 мм (внутренний диаметр) выполнена из нержавеющей
стали и снабжена предколонкой. В качестве неподвижной фазы использовали Zorbax Extend-
C18 Rapid Resolution 3,5 мкм 80 Å . Подвижной фазой являлась смесь растворителей: вода
– ацетонитрил = 3:7. Элюирование проводилось изократическое. Температура колонки –
40,0 ◦ C. Объёмная скорость потока – 0,6 мл/мин. Время анализа – 30 минут. Температура
ячейки детектора – 40,0 ◦ C. Детектирование веществ проводили с использованием четырёх
длин волн: 200 нм, 220 нм, 230 нм и 250 нм.
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Таблица – Спектральные характеристики и Tпл образцов бетулина 1, диацетата бетулина 2 и
аллобетулина 3

Номер
соеди-
нения

Спектральные характеристики Tпл, ◦С

ИК-спектр
(KBr, υ, см−1)

Спектр ЯМР 1Н
(CDCl3, δ, м.д.,
J/Гц)

Масс-спектр, m/z
(Iотн., %)

1 3359 (О–Н), 3078,
2944, 2870 (С–Н),
1695, 1644, 1457,
1457, 1374, 1029,
884, 759

0.65–2.15 (complex, CH3,
CH2, CH), 2.38 (1H, dt,
H-19, J = 11.5 и 6.3), 3.18
(1H, dd, H-3, J = 11.2 и
5.4), 3.32 и 3.79 (2H, 2d,
H-28, J = 10.8), 4.58 и
4.68 (2H, s, H-29)

442 (М+, 6), 411 (16),
363 (16), 203 (56), 189
(100), 135 (74), 121 (80),
95 (90), 69 (56), 55(67)

258–260
(лит.
[13]:
257–258)

2 3066 (C=C), 2945,
2869 (С–Н), 1733
(С=О), 1457, 1367,
1241, 1018, 979, 889

0.74–2.15 (complex, CH3,
CH2, CH), 2.43 (1H, dt,
H-19, J = 10.8 и 5.7), 3.84
и 4.24 (2H, 2d, H-28, J =
11.1), 4.46 (1H, dd, H-3,
J = 9.3 и 3.6), 4.58 и 4.68
(2H, s, H-29)

526 (М+, 1), 466 (38),
423 (45), 363 (30), 227
(21), 203 (38), 189 (100),
161 (47), 135 (69), 121
(83), 91 (74), 67 (42), 55
(42)

215–219
(лит. [9]:
222–223)

3 3430 (О–Н), 2939,
2867(С–Н), 1450,
1386, 1375, 1361,
1301, 1264, 1206,
1138, 1076, 1041,
1008, 988, 973, 946,
929, 888, 813, 769

0.65–1.82 (complex, CH3,
CH2, CH), 3.19 (1Н, m,
H-3), 3.44 (1H, d, J=6.5
и Н-28), 3.52 (1Н, s, H-
19), 3.77 (1H, d, J=6.5 и
Н-28)

442 (М+, 28), 424 (28),
411 (14), 371 (26), 355
(7), 220 (18), 207 (74),
189 (100), 177 (37), 148
(49), 134 (58), 121 (53),
107 (58), 95 (84), 81
(88), 69 (72), 55 (58)

262–265
(лит. [14]:
264–266)

Подобранные условия обеспечивают пригодность методики для качественного и
количественного анализа бетулина 1. При этом, время удерживания для бетулина
соответствует 17,2 мин. (рис. 2), исправленное время удерживания 15,5 мин. Фактор
удерживания – не менее 9. Эффективность колонки по бетулину составляет не менее 50000
теоретических тарелок.

Рисунок 2 – Хроматограмма образца бетулина 1 (ВЭЖХ анализ).

Отметим, что образец диацетата бетулина 2 при соблюдении указанных условий не
показывает значимого удерживания. А при использовании этих же условий для анализа
образца аллобетулина 3 на хроматограмме наряду с пиком аллобетулина (Rs=0,80) появляется
пик бетулина. Данный неожиданный результат можно объяснить тем, что в указанных
условиях предположительно происходит перегруппировка аллобетулина в бетулин на матрице
сорбента. Поиск оптимальных условий для анализа соединений 2 и 3 методом ВЭЖХ является
предметом наших дальнейших исследований.
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Выводы
Таким образом, в работе приведены и систематизированы спектральные (ИК, ЯМР,

ГХМС) и хроматографические (ТСХ, ВЭЖХ) данные о физико-химических свойствах
бетулина и его наиболее известных производных. Подробно обсуждаются структуры
значимых представителей лупанового и олеанового рядов – бетулина, диацетата бетулина
и аллобетулина на основе использования современных физико-химических методов анализа
(ИК, ПМР, ГХМС). Подобраны и описаны условия, обеспечивающие пригодность проведения
хроматографических (ТСХ и ВЭЖХ) методов анализа.
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Spectral and chromatographic characteristics of betulin and some of its derivatives
A systematic spectral and chromatographic study of some pentacyclic triterpenoids, which are the most important repre-

sentatives of the lupane and olean series, has been carried out. The structures of betulin, betulin diacetate and allobetulin are
considered in detail using modern physicochemical methods of analysis (IR, NMR, GCMS). Conditions ensuring the suitability
of TLC analysis for the qualitative detection of the listed compounds were selected, and conditions of HPLC analysis for the
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