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Тритерпеноиды из коры бересты представляют собой ценные биологически активные 
вещества. Они проявляют антигипоксантную, противовоспалительную и иммуномоду-
ляторную, антитуберкулезную, ноотропную и другие виды активности. Однако вслед-
ствие своей гидрофобности они практически не растворимы в воде. Для повышения 
биодоступности нами была разработана методика получения сферических аморфных 
наночастиц (САНЧ) осаждением водой из раствора в тетрагидрофуране (ТГФ). В форме 
наночастиц тритерпеноиды бересты проявляют дополнительные полезные свойства: 
они могут быть загружены гидрофобными лекарственными субстанциями, что позво-
ляет солюбилизировать эти вещества; САНЧ показали себя также как эффективные 
иммунологические адъюванты. Настоящее исследование посвящено изучению условий 
(варьирование растворителей, температуры, порядка смешения компонентов, соотно-
шения объемов), которые позволят оптимизировать их получение. В результате было 
показано, что из трех исследованных растворителей, смешивающихся с водой: ацетон, 
диоксан, ТГФ, – последний дает наилучшие результаты; пониженная температура про-
цесса получения приводит к уменьшению размера САНЧ, повышенная – к образованию 
кристаллов бетулина; при концентрации тритерпеноидов в ТГФ более 5 мг/мл также 
начинают образовываться кристаллы бетулина. На основании результатов данного ис-
следования делается предположение о том, что главным параметром процесса, опреде-
ляющим образование САНЧ, является скорость диффузии растворителя в воду.

Ключевые слова: тритерпеноиды бересты, бетулин, лупеол, сферические аморфные 
наночастицы, осаждение водой из органического растворителя.
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Triterpenoids from birch bark are valuable biologically active substances. They exhibit important 
biological properties. However, triterpenoids are insoluble in water due to their hydrophobicity. 
In order to increase their bioavailability we developed a technique for obtaining spherical 
amorphous nanoparticles (SANP) by their precipitation with water from a solution in THF. In the 
form of nanoparticles, triterpenoids show additional useful properties: they can be loaded with 
hydrophobic substances. SANP were also shown to be effective immunological adjuvants. This 
article is devoted to the study of conditions that could optimize their production. As a result, it was 
shown that among the three investigated solvents miscible with water – acetone, dioxane, THF – 
the latter gives the best results. Lowering temperature decreases the size of SANP. An increased 
temperature leads to the formation of betulin crystals. When the concentration of triterpenoids in 
THF is higher than 5 mg/ml, crystals of betulin also begin to form. The results of this study lead 
to the assumption that the main parameter of the process determining the formation of SANP is 
the rate of the solvent diffusion into water.

Keywords: birch bark triterpenoids, betulin, lupeol, spherical amorphous nanoparticles, 
precipitation by water from an organic solvent.

Использование наночастиц обусловлено их осо-
быми свойствами, которые возникают из-за их огра-
ниченных размеров. Частицы размером менее 5 нм 
проявляют квантовые свойства [1], во многих слу-
чаях наблюдается «эффект сита», который в меди-
цине описывается как «пассивное нацеливание» [2]. 
Включение активной фармацевтической субстанции 
в наночастицы, с одной стороны, предохраняет ее от 
нежелательных воздействий со стороны организма, 
а с другой – защищает организм от воздействия суб-
станции в местах, где действие препарата нежела-
тельно [3, 4]. Кроме того, заключение субстанции в 
наночастицы – удобный метод солюбилизации плохо 
растворимых веществ [5]. 

Исследуемый в нашей лаборатории бересты экс-
тракт сухой (БЭС) представляет собой сумму природ-
ных тритерпеновых соединений, таких как бетулин, 
лупеол, 3-О-кофеат бетулина, бетулиновая кислота и 
др. Основным компонентом смеси является бетулин 
(не менее 65%). 

Проведенные ранее исследования [6] показали 
значительные антигипоксантную, противовоспали-
тельную, иммуномодуляторную, антитуберкулез-
ную, ноотропную активности экстракта. Кроме того, 
известно, что бетулиновая кислота – продукт окисле-
ния бетулина – ингибирует рост и инициирует апо-
птоз некоторых разновидностей раковых клеток [7], 
а также оказывает ингибирующее действие на разви-
тие ВИЧ-1 [8].

Крайне плохая растворимость компонентов БЭС 
в воде (например, растворимость бетулина, как было 
определено нами ранее, составляет менее 1 мкг/мл) 
затрудняет его использование в качестве лекарствен-
ного препарата, уменьшает его эффективность как 
БАД. Поэтому создание водорастворимой формы 
БЭС весьма актуально, так как должно привести к 
увеличению его биодоступности. 

Известно несколько способов солюбилиза-
ции подобных гидрофобных субстанций [9–12]: 

комплексо образование с амфифильным полимером 
(чаще всего, полиэтиленгликоль и поливинилпирро-
лидон), заключение вещества в наночастицы (липо-
сомы, эмульсии, мицеллы, полимерные наносферы и 
др.), использование соединений включения с цикло-
декстринами и т. п.

Очень важным параметром лекарственных пре-
паратов в форме наночастиц является доля активно-
го вещества в препарате. Она зависит от природы и 
свойств включаемого вещества и носителя, способа 
приготовления препарата. Естественно пытаться 
добиваться максимального процента включения. 
Известна очень эффективная с этой точки зрения ле-
карственная форма – наносуспензия, представляю-
щая собой нанокристаллы (наноагрегаты) активного 
вещества, как правило, стабилизированные поверх-
ностно-активными веществами (ПАВ). Поскольку в 
таком случае лекарственное вещество является од-
новременно и носителем, доля активного вещества 
близка 100%.

В нашей лаборатории был разработан способ по-
лучения наносуспензии БЭС, близкий к описанному 
в работе [13], который не требует добавления ПАВ. 
Он состоит в следующем: в 1 объем раствора БЭС 
в тетрагидрофуране (ТГФ) с концентрацией 5 мг/мл 
впрыскиваются 25 объемов воды с последующим 
удалением ТГФ и основной части воды упариванием 
[14]. С помощью этого способа нам удалось получать 
нанодисперсии САНЧ с размером частиц 20–200 нм 
в концентрациях 1.5 мг/мл, что в 1500 раз больше до 
сих пор возможной. САНЧ показали себя как эффек-
тивные носители гидрофобных субстанций [15] и 
как иммунологические адъюванты [16, 17]. Гипоте-
за о том, что основную роль в стабилизации САНЧ 
играет поверхностное расположение кофеата бетули-
на, нашло подтверждение – фенольные гидроксилы 
этих молекул проявляют способность восстанавли-
вать ионы серебра, которые оказываются иммобили-
зованными на поверхности САНЧ [18]. 



35Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies 2019 том 14 № 3

А.Н. Бастрич, А.Е. Степанов, Н.Н. Лонина, В.И. Попенко, А.П. Каплун

Разработанный способ оказался применим и к 
неорганическим субстанциям [19]. Но этот способ 
имеет недостатки: после первой стадии образуется 
очень разбавленная дисперсия (0.19 мг/мл), что тре-
бует значительных затрат времени и энергии для уда-
ления основной части воды. 

Целью настоящей работы были исследования, 
направленные на определение параметров процесса 
получения, которые существенны для образования 
нанодисперсии БЭС.

Результаты и их обсуждение

Для достижения означенной цели изучали влияние на 
качество получаемых дисперсий изменений следующих 
параметров: замена ТГФ на другие смешивающиеся с во-
дой растворители, соотношения объемов воды и раствора 
БЭС в ТГФ, температуры, концентрации БЭС в ТГФ.

Варьирование растворителей
На электронных микрофотографиях образцов, 

полученных по традиционной методике с использо-
ванием раствора в ТГФ, кроме САНЧ, частиц другой 
формы не наблюдалось. На основе микрофотографий 
получаемых дисперсий была построена гистограм-
ма (рис. 1), из которой видно, что в нанодисперсии 
присутствуют частицы размером от 20 до 200 нм, в 
наибольшем же количестве частицы размером от 90 
до 110 нм. Эта гистограмма рассматривается нами в 
качестве эталонной.

Рис. 1. Гистограмма распределения размеров 
наночастиц, полученных из БЭС стандартным

 способом.

Вполне очевидно, что использование ТГФ для 
приготовления нанодисперсий не является обяза-
тельным. Возможные варианты – смешивающиеся с 
водой растворители, в которых хорошо растворяется 
БЭС. Оказалось, что подходящими растворителями 
помимо ТГФ являются ацетон и диоксан – в отли-
чие от других смешивающихся с водой растворите-

лей: ацетонитрила, ДМФА, ДМСО, изопропилового 
спирта, этилового спирта, метилового спирта, в кото-
рых БЭС растворяется плохо. 

Микрофотографии дисперсий, полученных из 
растворов БЭС в ацетоне и диоксане (рис. 2Б и 2В), 
показывают, что наряду со сферическими частицами 
образуются частицы «менее совершенные»: эллипти-
ческие, грушевидные, «тройной бумеранг», или три-
скелион. Кроме того, в образце с ацетоном изредка 
наблюдаются нанокристаллы бетулина. Сравнение 
физико-химических параметров исследуемых раство-
рителей показывает, что для ТГФ некоторые из них 
имеют экстремальные значения. 

Рис. 2. Электронные микрофотографии дисперсий, 
полученные: А – из раствора БЭС в ТГФ; 

Б – из раствора БЭС в ацетоне; 
В – из раствора БЭС в диоксане.

А

В

Б

Низкая температура плавления свидетельствует 
о том, что силы взаимодействия между молекулами 
в кристалле слабые. А поскольку величина молеку-
лярной рефракции, определяемая через показатель 
преломления вещества, служит мерой электронной 
поляризуемости его молекул, это говорит о том, что 
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дипольный момент молекулы небольшой и ригид-
ный. Расчеты показывают, что частичный отрица-
тельный заряд на атоме кислорода в молекуле ТГФ 
больше, чем в молекулах ацетона и диоксана. Это мо-

жет означать, что переход депротонированных моле-
кул кофеата бетулина из органического растворителя 
в воду в случае ТГФ сопровождается выделением 
большей энергии. 

Свойства исследованных растворителей, которые принимают 
экстремальные значения для ТГФ

Растворитель Температура плавления, 
ºС

Показатель преломления Молекулярная 
рефракция

Частичный заряд
на атоме О, а.е.1

ТГФ -108 1.1404 3.6 -0.42
Ацетон -94 1.3588 5.3 -0.35
Диоксан 12 1.4224 7.8 -0.41

Варьирование температуры
Были проведены эксперименты по получе-

нию САНЧ при температуре, близкой к 0 ºС, и при 
55–60 ºС. При низкой температуре образовывались 
стабильные дисперсии САНЧ меньшего размера; при 
температуре в районе 55–60 ºС получались нестабиль-
ные дисперсии, в основном состоящие из кристаллов 
бетулина. Судя по всему, при смешении воды и рас-
твора БЭС в органическом растворителе могут парал-
лельно протекать два процесса: термодинамически 
контролируемая кристаллизация бетулина, наиболее 
представленного в смеси, и кинетически контролируе-
мое формирование САНЧ. Если исходить из получен-
ных нами данных, при температуре 55–60 ºС бетулин 
кристаллизуется быстрее, чем формируются наносфе-
ры, а при температуре, близкой к 0 ºС – наоборот. 

Нагревание готовой дисперсии
В рамках данного исследования мы также про-

верили стабильность дисперсий САНЧ в условиях 
температурной стерилизации: нагревание при 100 ºС 
в течение 1 ч (рис. 3, 4). 

1по Малликену, расчет  методом DFT-B3LYP. 

Рис. 3. Гистограмма распределения наносфер, 
полученных при нагревании САНЧ 

в течение 1 ч при 100 ºС.

Рис. 4. Электронная микрофотография дисперсии 
из БЭС после нагревания САНЧ 

в течение 1 ч при 100 ºС.
Как видно на микрофотографии (рис. 4), после 

нагревания нанодисперсии БЭС выделяется и кристал-
лизуется вещество –  вероятно бетулин, судя по харак-
терным для него плоским структурам. Причем размер 
сферических частиц уменьшается практически на треть. 
Возможное объяснение этого явления состоит в следу-
ющем: поскольку при нагревании уменьшается вяз-
кость САНЧ и происходят процессы, способствующие 
образованию термодинамически контролируемых про-
дуктов, то происходит кристаллизация бетулина (выта-
пливание) в водную среду. Эта гипотеза подтверждается 
тем, что уменьшается диаметр САНЧ.

Варьирование объема добавляемой воды
Были получены НЧ из БЭС с добавлением мень-

шего, чем предполагает обычная методика (25 мл), 
количества воды: 12.5 и 6 мл (рис. 5, 6). Добавление 
меньшего объема воды должно приводить к замедле-
нию скорости обмена растворителей и образования 
твердой фазы, то есть к условиям, способствующим 
образованию термодинамически контролируемого 
продукта. На самом деле, наряду с САНЧ в этих экс-
периментах также выделялись крис таллы бетулина 
(см., например, рис. 6). Причем с уменьшением объе-
ма добавляемой воды размеры образующихся САНЧ 
уменьшаются (рис. 7).
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Рис. 5. Гистограмма распределения размеров сферических наночастиц из БЭС, полученных при добавлении 
 в два раза меньшего по сравнению со стандартной методикой количества воды (12.5 мл).

Рис. 6. Электронная микрофотография дисперсии и гистограмма распределения размеров наносфер из БЭС, 
полученных при добавлении в четыре раза меньшего по сравнению со стандартной методикой количества воды (6 мл).

Рис. 7. Зависимость диаметра САНЧ 
от объема добавляемой воды.

На микрофотографии (рис. 6) видно, что при до-
бавлении 6 мл воды вместо 25 мл из БЭС кристал-
лизуется бетулин (плоские кристаллы). Также, как и 
в случае стерилизованного образца, где также выде-
лялся бетулин в виде плоских структур, размеры на-
носфер значительно меньше обычных (рис. 7).

Нанодисперсии БЭС, полученные по методике 
обратного прибавления

Альтернативным способом получения НЧ из БЭС 
является обратное прибавление. То есть, в отличие от 
используемой методики, в соответствии с которой к 
раствору БЭС в ТГФ приливается вода, данный способ 
подразумевает впрыскивание раствора БЭС в органи-
ческом растворителе в воду. Основными структурами, 
получаемыми в этом случае, являются кристаллы бе-
тулина. По нашему мнению, при этом протекают та-

кие микропроцессы, как увеличение скорости взаимо-
диффузии растворителей и, следовательно, скорости 
осаждения гидрофобных веществ БЭС. 

Ранее мы показали, что в САНЧ кофеат бетули-
на распределен неравномерно – он концентрирует-
ся на поверхности НЧ [20]. Учитывая, что именно 
это вещество стабилизирует НЧ, для образования 
сферических частиц важно, чтобы кофеат белулина 
имел возможность диффундировать на поверхность 
образующейся сферической НЧ. При добавлении не-
большого объема (1 мл) раствора тритерпеноидов в 
ТГФ к 25-кратному объему воды происходит очень 
быстрое перераспределение растворителей, и это 
приводит к тому, что не хватает времени на формиро-
вание аморфных наночастиц и происходит кристал-
лизация бетулина. 

Варьирование концентрации БЭС в ТГФ 
Для исследования влияния концентрации БЭС в 

ТГФ на размер НЧ была приготовлена серия диспер-
сий с разной концентрацией БЭС в ТГФ: 2.5, 5, 7, 9 
и 10 мг/мл. Было отмечено, что стабильными полу-
чаются дисперсии, полученные из растворов в ТГФ 
с концентрацией 2.5 и 5 мг/мл, в остальных образцах 
быстро образуется осадок – кристаллы бетулина.

Нанодисперсии БЭС, полученные при добавле-

нии водного раствора ТГФ
Предполагается, что для образования сфериче-

ских частиц БЭС оптимальными являются условия, 
при которых происходит максимально быстрая диф-
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фузия растворителя в водный объем [21]. Для про-
верки данной гипотезы получали НЧ при добавлении 
не избытка воды, а водного раствора ТГФ. Было про-
ведено два эксперимента: с 20% и 50%-ными раство-
рами ТГФ в воде.

Было выяснено, что в этих условиях не образу-
ются САНЧ, получаются кристаллы, которые быстро 
осаждаются. Таким образом, эти эксперименты под-
твердили, что уменьшение скорости диффузии рас-
творителя в водный объем из раствора БЭС приводит 
к укрупнению частиц.

Экспериментальная часть
Материалы и методы 
БЭС предоставлен ООО «Березовый мир». 

Состав: бетулин 65–71%, лупеол 12–16%, кофеат 
бетулина 5–15%. Остальные реактивы и растворители 
квалификации не ниже «хч» приобретены у компании 
«Химмед» (Москва, Россия). 

В работе применялись следующие приборы: 
испаритель ротационный Laborota 4000 (Heidolph, 
Германия), магнитная мешалка Ika RH basic (Ika 
Labortechnik, Германия), ультразвуковая баня 
Sonorex TK-52 (Bandelin, Германия), спектрофото-
метр DU® 7 (Beckman, США).

Для электронной микроскопии 5-10 мкл на-
нодисперсий наносили на свежеионизированные 
угольно-коллодиевые пленки-подложки, через 3 мин 
избыток жидкости удаляли фильтровальной бумагой 
и препараты контрастировали 1% водным раствором 
уранилацетата. Препараты изучали в электронном 
микроскопе JEM-100CX ("Jeol", Япония), находя-
щемся в ЦКП "Коллекция UNIQEM" ФИЦ Биотех-
нологии РАН, при инструментальном увеличении 10 
или 20 тыс. На микрофотографиях подсчитывали ко-
личество частиц, имеющих размеры в интервалах по 
10 нм (например, от 100 до 109 нм) общим числом не 
менее 200. Гистограммы распределения по размерам 
строили в пакете программ Excel.

Получение нанодисперсий БЭС. Стандартная 
методика

В круглодонную колбу с 5 мг БЭС в 1 мл ТГФ 
(ацетона или диоксана) (5 мг/мл) при интенсивном 
перемешивании быстро добавляли пипеткой 25 мл 
дистиллированной воды. Дисперсию перемешива-
ли еще в течение 5 мин. Растворитель удаляли на 
роторном испарителе при температуре 35–40 ºС до 
половинного объема. Полученную нанодисперсию 
обрабатывали 5 мин на ультразвуковой бане и затем 
концентрировали на роторном испарителе до кон-
центрации 1–1.5 мг/мл.

Получение нанодисперсий БЭС с меньшим 
избытком воды

В круглодонную колбу с 5 мг БЭС в 1 мл ТГФ (5 
мг/мл) при интенсивном перемешивании быстро до-

бавляли пипеткой дистиллированную воду: 12.5 мл или 
6 мл. Далее повторяли стандартную методику, получая 
дисперсии с концентрацией 1–1.5 мг/мл.

Получение нанодисперсий БЭС при темпера-

туре, отличной от 25 ºС
Круглодонную колбу с 5 мг БЭС в 1 мл ТГФ 

(5 мг/мл) помещали на ледяную баню (или в баню с 
температурой 50-60 ºС), при интенсивном перемеши-
вании быстро добавляли пипеткой 25 мл дистилли-
рованной воды, охлажденной до 5 ºС (или нагретой 
до 60 ºС). Далее повторяли стандартную методику, 
получая дисперсии с концентрацией 1–1.5 мг/мл.

Получение нанодисперсий БЭС при обратном 
прибавлении

В круглодонную колбу с 25 мл дистиллирован-
ной воды при интенсивном перемешивании впры-
скивали раствор БЭС в ТГФ (5 мг/мл). Дисперсию 
перемешивали еще в течение 5 мин. Далее повто-
ряли стандартную методику, получая дисперсии с 
концентрацией 1–1.5 мг/мл.

Получение нанодисперсий из растворов БЭС 
различной концентрации 

В круглодонную колбу с X мг (Х = 2.5, 5, 7, 
9, 10) БЭС в 1 мл ТГФ (Х мг/мл) при интенсив-
ном перемешивании быстро добавляли пипеткой 
25 мл дистиллированной воды. Дисперсию пере-
мешивали еще в течение 5 мин. Далее повторяли 
стандартную методику, получая дисперсии с кон-
центрацией 1–1.5 мг/мл.

Получение нанодисперсий БЭС при добавлении 
водного раствора ТГФ

В круглодонную колбу с 5 мг БЭС в 1 мл ТГФ (5 
мг/мл) при интенсивном перемешивании быстро до-
бавляли пипеткой 25 мл водного раствора ТГФ (20% 
или 50%). Дисперсию перемешивали еще в течение 5 
мин. Далее повторяли стандартную методику, полу-
чая дисперсии с концентрацией 1–1.5 мг/мл.

Выводы

1. Быстрое прибавление 25-кратного избытка 
воды к раствору БЭС в ТГФ (5 мл/мл) при комнатной 
температуре с последующим упариванием до объема 
1–3 мл приводит к получению дисперсии, состоящей 
из сферических частиц размером 20–200 нм.

2. Большинство изменений условий полу-
чения: увеличение температуры, увеличение кон-
центрации БЭС в ТГФ, замена ТГФ на другие рас-
творители (диоксан, ацетон), уменьшение объема 
воды, изменение порядка прибавления (раствор в 
ТГФ к воде) – приводит к уменьшению стабильно-
сти дисперсии, что является следствием появления 
в дисперсии помимо сферических частиц нанокри-
сталлов бетулина. Только проведение процесса по-
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лучения при температуре, близкой к 0 ºС, позволяет 
получать САНЧ меньшего размера и без кристаллов 
бетулина.

3. По всей видимости, оптимальными услови-
ями для образования нанодисперсии сферичес ких 
частиц, представляющими собой твердый раствор 
компонентов БЭС в аморфном состоянии, являются 

условия, при которых происходит макси мально бы-
страя диффузия растворителя в воду.
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