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ABSTRACT 
Birch leaves contain a wide range of biologically active substances (BAS) – fla-

vonoids, tannins and terpenes. They have diuretic, gall removing, inflammatory, an-
timicrobial, constipating and urine chasing action. They determine the therapeutic use 
of the extract.  

Extracts of birch leaves are obtained by different technological methods – mac-
eration and percolation, extraction with different concentrations of ethanol, changes 
in temperature regime. The influence of technological factors on the content of the 
BAS are examined. The study presents the phytochemical characterization of the ex-
tract and its standardizing according to important groups of biologically active sub-
stances – flavonoids (rutin, quercetin) and terpenes (betulin and betulinic acid), by 
means of modern highly effective methods for proving and quantitative defining.  

The present HPLC method creates a possibility of reliable analysis of leaves of 
birch extracts and other medicinal forms content them. 
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УВОД 
При фитохимични проучвания на растителни дроги от бреза е установено 

наличието на различни групи биологично активни вещества: флавоноиди, та-
нини, терпени, гликозиди, етерични масла (1, 2, 3, 4).  

Флавоноидите са най-широко разпространената група фенолни съединения 
в растенията и се срещат както в свободно състояние така и под формата на гли-
козиди. В литературата се откриват данни за изследвана противовъзпалителна 
(5), противотуморна (6), антиоксидантна (1) и антимикробна (7, 8) активност на 
флавоноидите. Те образуват комплекси с повърхностно разположените протеини 
от бактериалната клетъчната стена или разрушават клетъчната мембрана на мик-
роорганизмите и така проявяват антимикробна активност in vitro (9). 
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Терпени също са доказани в различни видове Веtulaе (10, 11). Голям брой 
изследвания показват антибактериална (12), противовирусна, антифунгална (13) 
и антиоксидантна (14) активност на терпеновите съединения. Проведени са 
проучвания върху активността на тритерпеноиди от дамаранов тип, изолирани 
от листа на бреза, спрямо туморни клетки (Ehrich ascite carcinoma). Установен е 
цитотоксичен ефект на екстракта, адитивен с противотуморното действие на 
антрациклиновите антибиотици (3). Установен е антипролиферативен ефект на 
бетулиновата киселина спрямо различни туморни клетъчни култури (10, 15, 16). 
Тритерпените от дамаранов тип проявяват противотуморен ефект, който се из-
разява в промяна на пермеабилитета и микровискозитета на мембраните на ту-
морните клетки (2).  

За определяне на вещества от посочените групи е подходящ HPLC методът. 
По този начин Abreu и сътр. (17) определят кверцетин, рутин и бетулинова кисе-
лина в Hypericum brasiliense,Y. Zu и сътр. (18) предлагат такъв за едновременно 
анализиране на пет флавоноида (катехин, рутин, кверцетин, камферол, изорам-
нетин) в екстракт от листа на зърнастец (Hippophae rhamnoides L.), a G. Zhao и 
сътр. (11) – бетулин и бетулинова киселина в екстракт от кора на бяла бреза.  

 
Целта на настоящото изследване е количествено определяне на рутин, 

кверцетин, бетулинова киселина и бетулин в етанолови екстракти на Folia 
Betulaе аlba. 

 
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
1. Материали и технология на получаване на екстрактите 
1.1. Материали – листа от бреза (Folia Betulae Alba), етилов алкохол 96%, 

етилов алкохол 60% (Valerus). 
1.2. Листата са събрани и изсушени при спазване на най-благоприятните 

условия за събиране на дроги. Определени са контролните показатели на изсу-
шените листа. Дрогата отговаря на изискванията на Европейската фармакопея 
по основните показатели.  

Листата от бреза са оситнени до 0.5 mm. Приготвят се четири течни екстрак-
та, получени по метода на перколация (USP 24,1151, Process P), мацерация (USP 
24, 1151, Process M) и мацерация при повишена температура – 50-60 ºC (табл.1). 
 
Таблица 1. Означение на екстракта, използван метод, екстрагент и температура 

 
Означение на 
екстракта Метод Екстрагент Температура 

П96 Перколация Етилов алкохол 96% До 25ºC 
П60 Перколация Етилов алкохол 60% До 25ºC 
М96 Мацерация Етилов алкохол 96% До 25ºC 
Д60 Мацерация Етилов алкохол 60% Загряване до 50-60ºC 
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2. HPLC определяне на рутин, кверцетин,  
бетулинова киселина и бетулин 

Анализът се извършва на HPLC система Varian Prostar с колона Microsorb-
MV C18 (150 mm × 4,6 mm, 5 μm) и PDA детектор. Използвана е подвижна фаза 
А (H2O, рН=3):В (СН3СN) (Labscan) в градиентен режим от 90(А):10(В) до 
10(А):90(В) и скорост на потока 1 ml/min. Рутин и кверцетин се детектират при 
368 nm, бетулинова киселина и бетулин при 210 nm. Идентификацията на ве-
ществата се прави по времената на задържане спрямо тези на чистите такива, а 
количественото определяне – по метода на външния стандарт. Стандартната 
права е построена по 6 калибрационни нива, съответстващи на разтвори с кон-
центрации 5; 10; 20; 30; 40; 50 µg/ml на смес от чистите вещества рутин, квер-
цетин, бетулинова киселина и бетулин (Sigma), използвани като свидетели. 
Преди инжектиране анализираните разтвори се филтруват през микрофилтър 
(0,20µm). За обработка на данните е използван софтуер Star Chromatography 
Workstation Version 6.30 (build 5). 

 
3. Статистически анализ 
Статистическата достоверност на разликите е оценявана с помощтта на 

критерия t за сравняване на показатели за относителен дял, при ниво на значи-
мост α<0.05. Резултатите са представени като средна стойност ± стандартно от-
клонение. 
 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
HPLC методът за едновременно количествено определяне е разработен въз 

основа на посочените в литературата (11, 17, 18) като е съобразен с природата 
на изследваните вещества и хроматографската система, с която разполагаме. На 
фиг. 1 е показана хроматограма на стандартна смес от рутин, кверцетин, бету-
линова киселина и бетулин, а на фиг. 2 – на екстракт Д60. 

 

 
Фигура 1. Хроматограма на стандартна смес от рутин, кверцетин,  

бетулинова киселина и бетулин 
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Фигура 2. Хроматограма на етанолов екстракт Д60 от Folia Betulae Alba 

 
Използването на различни технологични подходи и екстрагенти обуславя 

разликата в концентрацията на биологично активните вещества. Получените 
данни представени на табл. 2 показват, че рутин се извлича в по-голяма степен 
при повишена температура и по-ниска концентрация на етанол (Д60), което се 
определя от неговата гликозидна структура. Неполярната структура на бетули-
на и бетулиновата киселина вероятно е причината за по-доброто им извличане с 
високо концентриран етилов алкохол (М96). Резултатите показват, че при екст-
ракт П60 има само следи от бетулин, а при М96 концентрацията му е най-
висока. Известно е, че бетулинът е нестабилен и лесно се окислява до бетули-
нова киселина (19). В екстракт М96 съдържанието на кверцетин е най-високо в 
сравнение с другите модели. Температурата също е фактор за по-пълното изв-
личане на изследваните вещества. При мацерация с 60%-ен етанол и нагряване 
се постига ефекта на 96%-ия етанол при перколация върху екстракцията на 
кверцетин, бетулинова киселина и бетулин. 
 

Таблица 2. Съдържание на рутин, кверцетин, бетулинова к-на и бетулин  
в моделните екстракти 

 

Вещество, (µg/ml) 
 
Екстракт 

Рутин Кверцетин Бетулинова 
киселина Бетулин 

П96 26.3±1.4 7.5±0.5 46.4±2.5 19.1±1.5 
П60 35.4±2.7 6.0±0.3 34.4±2.1 следи 
М96 27.5±2.1 8.9±0.5 76.6±3.1 35.0±1.9 
Д60 38.6±2.9 6.5±0.3 46.3±2.7 18.4±1.1 

 
Получаването на екстракти може да бъде провеждано по различен начин в 

зависимост от желания ефект върху различни патологични състояния. 
 
Изследванията са финансирани по проект НО-8/2009 от Фонд „Научни из-

следвания“ към Медицински университет – Пловдив. 
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