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В последнее время для переработки отходов сельхозпроизводства с целью получения продуктов с высокой добав-

ленной стоимостью все чаще используются методы «зеленой химии». В представленной работе среда субкритической воды 

(СБВ) использована для получения (в диапазоне температур от 100 до 220 °C) экстрактов из листьев оливы (ЛО) Olea eu-

ropaea L., обогащенных полифенолами и оценки их антиоксидантной активности (АОА). Использование среды СБВ для 

процессов экстракции позволяет не только увеличить извлечение вторичных растительных метаболитов (ВРМ) из расти-

тельной матрицы, но и добиваться изменения фитохимического профиля экстрактов, полученных в СБВ. 

Изучена зависимость содержания ВРМ (сумма полифенольных соединений и флавоноидов) и АОА экстрактов, 

полученных при разных температурах в СБВ и традиционной водно-спиртовой экстракцией из ЛО. Показано, что со-

держание полифенольных соединений и АОА активность экстрактов зависят от условий экстракции. Продемонстриро-

вано, что полученный из ЛО в среде СБВ при 220 °C экстракт содержит максимальное количество полифенольных со-

единений и демонстрирует максимальную АОА (EC50=26.9 мкг/мл). 

Представленные результаты демонстрируют перспективность использования СБВ для получения из ЛО экстрак-

тов с высоким содержанием полифенолов для разработки фармпрепаратов и пищевых добавок с высокой АОА. 
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Введение 

Известно, что каждый год в сельскохозяйственной и пищевой промышленности вырабатывается 

огромное количество отходов. Очевидно, что переработка отходов будет полезна как с экономической, так 

и с экологической точки зрения. Так, в мировой индустрии производства оливкового масла ежегодно оста-

ется в виде отходов от 750000 до 1500000 тонн листьев, которые чаще всего сжигаются для производства 

энергии [1]. Показано, что листья оливы (ЛО) европейской Olea europaea L. содержат значительные коли-

чества вторичных растительных метаболитов (ВРМ) нескольких классов, таких как пентациклические три-

терпены, полифенольные производные и полиолы 

с уникальными фармацевтическими и нутрицевти-

ческими свойствами [2–4]. Например, пентацикли-

ческие тритерпены в листьях оливы в основном 

представлены (до 3% от сухого веса) олеаноловой 

кислотой (ОК), обладающей широким спектром 

биологической активности [5–14]. 

Высокая антиоксидантная активность 

(АОА) экстрактов листьев оливы связана с содер-

жанием в них многочисленных полифенолов [3]. 
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Полифенолы в листьях оливы представлены пятью основными группами соединений [15]: 1. замещенные 

фенолы: тирозол (2–4-гидроксифенилэтанол), гидрокситирозол (2–3,4-дигидроксифенилэтанол) и кофейная 

кислота (3,4-диоксикоричная кислота); 2. олеурозиды (олеуропеин и вербаскозид); 3. флавоны (лютеолин-

7-глюкозид, апигенин-7-глюкозид, диосметин-7-глюкозид, лютеолин и диосметин); 4. флавонолы (рутин); 

5. флаван-3-олы (катехин). 

Известно, что полифенолы ЛО обладают как АОА [2, 3], так и анти-ацетилхолинэстеразной (анти-

АХЭ) активностью [16], и, следовательно, могут обладать хорошим терапевтическим потенциалом для про-

филактики и лечения болезни Альцгеймера. Перечисленные свойства вторичных растительных метаболитов 

ЛО определяет бурно растущий интерес к изучению фитохимического состава и свойств экстрактов, полу-

ченных различными способами из ЛО. 

Недавно показано, что для получения экстрактов из ЛО (Olea europaea L.) [17], обогащенных ОК, 

может быть с успехом использована среда субкритической воды (СБВ) [18, 19] (в интервале температур от 

100 до 220 °C). Преимущества этого метода экстракции заключаются в том, что можно избежать использо-

вания токсичных, пожароопасных и, чаще всего, дорогостоящих и токсичных органических растворителей. 

Также данный способ позволяет намного сократить временные затраты на экстракцию ВРМ. К нетрадици-

онным способам экстракции растительных метаболитов относятся ультразвуковая, микроволновая, сверх-

критическая флюидная и субкритическая экстракции. Показано, что СБВ-экстракция, по сравнению с дру-

гими методами извлечения, не только обеспечивает высокий выход целевых соединений, но и соответствует 

фундаментальным принципам «зеленой химии» [20]. В недавних работах [21–24] изучены процессы полу-

чения ВРМ из растительных матриц в среде СБВ.  

Термином «субкритическая вода» обозначается жидкая вода при температурах от 100 до 374 °С (то есть 

ниже критической точки) и давлении до 218 атм, достаточном для поддержания жидкой фазы [18]. В этом 

диапазоне температур СБВ ведет себя подобно органическому растворителю, так как имеет гораздо более низ-

кую диэлектрическую проницаемость (Ԑ), чем вода при комнатной температуре. Например, при повышении 

температуры до 225 °С величина Ԑ воды снижается с 86 до 30, что сопоставимо со значением диэлектрической 

проницаемости метанола (Ԑ=32.6) при комнатной температуре. При этом для СБВ имеет место восстановление 

значений физико-химических параметров (константа диэлектрической проницаемости и т.д.) до обычных ве-

личин при охлаждении воды до комнатной температуры [23]. В целом ряде случаев вышеописанные свойства 

СБВ позволяют получить продукты экстракции и синтетической модификации в виде осадка той или иной 

степени чистоты при комнатной температуре [25]. Это открывает перспективы использования СБВ как «зеле-

ного» растворителя в экстракции и синтезе новых производных из ВРМ [21–24].  

Другой особенностью СБВ является возможность реализации так называемой «оne-pot» техники 

(«одного горшка») [26]. Техника «оne-pot» – это процессы химической трансформации, включающие ряд 

отдельных реакций, последовательно проводимых в одном реакционном сосуде для получения целевого 

продукта без стадий выделения и очистки промежуточных продуктов. Такой подход достаточно эффекти-

вен, так как позволяет экономить время и ресурсы [23]. С использованием «one-pot» техники ранее авторами 

изучено получение в среде СБВ фармацевтически значимого тритерпена олеаноловой кислоты из листьев 

оливы [17] и корней аралии маньчжурской [23].  

Цель работы − разработка и изучение процессов экстракции для получения продуктов с высокой АОА 

из листьев оливы (Olea europaea L) в среде СБВ [18]. Полученные продукты в перспективе могут стать ос-

новой для товаров с высокой добавленной стоимостью. 

Экспериментальная часть 

Химические вещества (реактивы). В качестве объекта исследования использовали листья оливы 

фирмы Oleaf (ООО «Оквэл», Россия). Ацетонитрил (марка LC/MC) «Криохром», серная кислота (осч), хло-

роформ (осч) приобретали у ОАО «Вектон» (Россия). Реактив Фолина-Чокальтеу (2 М) приобретен у Sigma-

Aldrich. Свободный радикал дифенилпикрилгидразил (ДФПГ, 95%, Япония) приобретен у Alfa Aesar. Гал-

ловую кислоту (б/в, не менее 98%, MW=170.12) приобретали у фирмы ДИА-М (Россия). Na2CO3 (безводный, 

ГОСТ 83-79, ч., фирма ВЕКТОН). Соляная кислота (HCl, ГОСТ 14261-77, ос.ч., фирма Сигма Тек) и уксус-

ная ледяная кислота (CH3COOH, ГОСТ 61-75, х.ч., фирма ВЕКТОН). Рутин приобретали у фирмы Sichuan 

Xieli Pharmaceutical Co., Ltd. (Китай).  
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Используемое оборудование. Спектрофотометр СПЕКС ССП 705 (УФ-Вид, 190–1100 нм) (произво-

дитель ЗАО «Спектроскопические системы», РФ) с программным управлением и компьютерной обработкой 

результатов анализа (UV-VIS analyst).  

Получение экстрактов. В представленной работе для получения экстрактов из ЛО (Olea europaea L.) 

использованы два различных метода экстракции: 1) традиционный способ экстракции растворителем (эта-

нол-вода) (трад.), и 2) методы с использованием среды СБВ, как описано ранее [17]. 

Традиционная экстракция. Водно-спиртовую экстракцию (традиционный способ) проводили следу-

ющим образом: образец сухих листьев оливы O. europaea массой 1.0 г (размер частиц 0.5–3 мм) кипятили в 

течение 90 мин с обратным холодильником с добавлением 15 мл 70%-ого водного раствора этанола. Далее 

жидкую фракцию отделяли через бумажный фильтр («Белая лента») от растительного сырья, добавляли све-

жую порцию экстрагента и снова кипятили 90 мин. Процедуру кипячения повторяли 3 раза. Вся процедура 

экстракции этим способом занимает 270 мин. Собранный в цилиндре объединенный фильтрат (50 мл) вы-

сушивали и анализировали описанными ниже методами. 

СБВ-экстракция. Получение экстрактов в среде СБВ проводили с использованием изготовленного из 

нержавеющей стали реактора (автоклава с Vвнутр.=10 мл) [17]. Измельченные ЛО (0.5 г, размер частиц 0.5–

3.0 мм) и 7 мл дистиллированной воды помещали в автоклав. При этом обеспечивается наличие свободного 

от жидкости объема в реакторе. Поэтому в температурном диапазоне от 100 °C до критической температуры 

(374 °C) парциальное давление водяного пара в реакторе соответствует давлению насыщающего пара для 

данной температуры. Так, при температуре 200°C давление насыщающего пара воды равно 1.55 МПа. Ав-

токлав герметично закрывали, устанавливали в сушильный шкаф и выдерживали в течение часа при задан-

ной температуре (от 120 до 220 °C, точность ±1 °C). После этого реактор охлаждали (15 мин) до комнатной 

температуры в резервуаре, заполненном холодной водой. Содержимое автоклава количественно переносили 

на бумажный фильтр и промывали (до бесцветных вод) 70% раствором этанола [22]. 

Все фильтраты высушивали при температуре до 50 °С под вентилятором для получения сухих экс-

трактов. Для определения in vitro АОА, суммы полифенолов и флавоноидов в ЛО, сухие экстракты раство-

ряли в 70% этаноле (Сэкстракта=1 мг/мл). 

Определение суммы полифенолов и флавоноидов в экстрактах листьев оливы. Оценку содержания фе-

нольных соединений в избранных объектах проводили по методу Фолина-Чокальтеу [27]. Данный метод ши-

роко используется в биологии и химии для относительного количественного определения фенолов. Данный 

метод основан на восстановлении соединений молибдена в состоянии VI до молибденовой сини (молибден V). 

Фенолы легко окисляются с образованием радикала, способного реагировать с молибдатом с образованием 

голубого цвета оксида молибдена MoO4+, имеющего максимум поглощения при 700–750 нм [28].  

Для определения суммы полифенолов использовали водный раствор карбоната натрия с концентрацией 

200 г/л. В качестве полифенольных стандартов использовали водно-спиртовый стандартный раствор галловой 

кислоты (подкисленный соляной кислотой до рН 3.25) с концентрацией 0.06 мг/мл и стандартный раствор 

рутина (в 80% растворе этанола) с концентрацией 0.12 мг/мл. Построение градуировочных кривых проводили 

так, как описано в [27]: готовили серию растворов, содержащих от 0.25 до 2.5 мл стандартного раствора гал-

ловой кислоты, или рутина, 0.25 мл реактива Фолина-Чокальтеу и 2.5 мл раствора карбоната натрия (Na2CO3). 

Готовые растворы доводили дистиллированной водой до общего объема 8 мл, перемешивали и выдерживали 

в течение 30 мин при комнатной температуре. Затем определяли оптическую плотность растворов на спектро-

фотометре в кварцевой кювете (толщина слоя=10 мм) при λ=750 нм против контрольного раствора. В качестве 

контрольного раствора использовали аналогичные смеси, в которых вместо стандартных растворов или экс-

трактов ЛО добавляли 2.5 мл дистиллированной воды. Методом линейного регрессионного анализа были по-

лучены уравнения градуировочной кривой по галловой кислоте y=107.3x+0.003; R²=0.997 и по рутину 

y=40.913+0.031; R2=0.997. Для определения суммы полифенолов готовили из сухих экстрактов ЛО водно-

спиртовые растворы (в 70% этаноле) с концентрацией 1 мг/мл. 

Сумму флавоноидов в экстрактах ЛО определяли методом прямой спектрофотометрии [29] на длине 

волны 362 нм (в области пропорциональной зависимости оптической плотности от концентрации рутина в 

растворе). Для построения градуировочной кривой готовили серию растворов, содержащих от 0.5 до 2.5 мл 

стандартного раствора рутина (C=0.12 мг/мл) и 0.05 мл 1% уксусной кислоты. Готовые растворы доводили 

70% этанолом до общего объема 5 мл и измеряли оптическую плотность в кювете (l=10 мм). Аналогично 
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измеряли оптическую плотность растворов экстрактов ЛО (С=1 мг/мл в 70% этаноле) и определяли сумму 

флавоноидов в мг/г сырья по уравнению градуировочной кривой y=29.6x; R²=0.999. 

Определение антиоксидантной активности (АОА) экстрактов в тесте с ДФПГ (in vitro). АОА экс-

трактов ЛО исследовали in vitro в реакции со стабильным свободным радикалом ДФПГ (1,1-дифенил-2-

пикрилгидразил) [30], как описано ранее [31] с небольшими модификациями [32]. ДФПГ – это стабильный 

азотцентрированный свободный радикал. Количественный анализ реакции переноса атома водорода (H-

атома) от данного фенола к ДФПГ предоставляет очень простой и эффективный способ определения АОА 

фенолов. За реакциями переноса водорода следят с помощью УФ/Вид-спектроскопии путем регистрации 

затухания видимого поглощения ДФПГ полоса (λmax=516 нм в этаноле), которая отражает конверсию ради-

кала ДФПГ в соответствующий бесцветный дифенилпикрилгидразин (ДФПГ-H) антиоксидантом [33]. 

Исследуемые на АОА экстракты готовили в 70% этаноле (С=1 мг/мл) и разбавляли подкисленным 

этанолом (0.5 мМ HCl) до концентраций стандартного разведения. Кислота блокирует более быстрый SPLET 

(sequential proton-loss electron-transfer) механизм реакции ДФПГ с фенолами за счет подавления ионизации 

фенольных антиоксидантов [32]. В результате этого значительно снижается скорость реакции, что в свою 

очередь облегчает проведение кинетических исследований. В кювету помещали 1.7 мл этанольного рас-

твора ДФПГ (СДФПГ=1·10-4 М). Фиксировали длину волны (λ), приходящуюся на максимум поглощения рас-

твора ДФПГ и оптическую плотность D0. Затем в кювету к тому же самому количеству ДФПГ (1.7 мл) до-

бавляли 0.05–0.12 мл раствора антиоксиданта (Сэкстракта=0.5 мг/мл) и быстро перемешивали содержимое кю-

веты. Кинетические измерения проводили на спектрофотометре СПЕКС в кюветах l=1.0 см при λ=516 нм и 

t=25 °C, регистрируя расходование ДФПГ в реакции с полифенольным соединением. АОА активность опре-

деляли как значения величины EC50, которую чаще всего выражают как количество мкг антиоксиданта в 1 

мл раствора ДФПГ стандартизованной концентрации, необходимое для ее уменьшения в 2 раза. Чтобы по-

лучить количественный параметр ЕС50, рассчитывали % непрореагировавшего ДФПГ (процент падения оп-

тической плотности раствора ДФПГ) за 30 мин реакции по формуле 

Dt=30мин/D0×100, 

где Dt=30мин – поглощение раствора антиоксиданта через 30 мин реакции с ДФПГ на λ=516 нм; D0 – погло-

щение стандартного этанольного раствора ДФПГ на λ=516 нм. 

Исходя из полученных данных, строили графики зависимости (по четырем концентрациям) процента 

падения оптической плотности раствора ДФПГ от первоначальной концентрации вещества-антиоксиданта 

(экстракта ЛО) в мкг/мл. Из уравнения линейной зависимости полученной прямой рассчитывали значения 

ЕС50 – концентрации экстракта ЛО при которой падение оптической плотности ДФПГ на λ=516 нм за первые 

30 мин реакции с растворами экстрактов ЛО достигло 50%. Например, для СБВ-экстракта 220 °С уравнение 

линейной зависимости имело следующий вид: y=-2.01x+104.02; R2=1.000 (рис. 1Б). 

Обсуждение результатов 

Для достижения цели работы были получены экстракты ЛО несколькими способами: традиционной 

водно-спиртовой экстракцией и экстракцией в среде СБВ в температурном диапазоне 120–220 °С. Получен-

ные экстракты оценивали по суммарному содержанию полифенолов, флавоноидов и АОА.  

На первом этапе исследования определен общий фенольный профиль в экстрактах ЛО в эквивалент-

ных единицах галловой кислоты (ЭГК). Обнаружено, что экстракт, полученный традиционной водно-спир-

товой экстракцией, содержал фенольных соединений в количестве 42.6 мг ЭГК на 1 г сырья. Определены 

количества общих полифенолов, образующихся в среде СБВ из ЛО в интервале температур 120–220 °C. Так, 

общий выход полифенолов (табл.) в экстрактах, полученных с использованием СБВ при 120 °C, 180 °C, 

200 °C и 220 °C, в пересчете на галловую кислоту составил 32.7 мг, 41.8 мг, 67.3 и 70.4 мг ЭГК/г сырья 

соответственно. Таким образом, продемонстрировано, что сумма полифенолов в пересчете на ЭГК в экс-

тракте ЛО, полученном в среде СБВ при 220 °C (70.4 мг/г) выше, чем в экстракте, полученном традицион-

ным способом (42.6 мг/г).  
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Рис. 1. Типичные кривые зависимости поглощения молекул ДФПГ от концентрации СБВ-экстрактов 

листьев оливы, полученных при: А) 200 °С; Б) 220 °С 

На следующем этапе определено содержание полифенолов и флавоноидов в экстрактах ЛО в пере-

счете на эквивалент рутина (ЭР): больше всего фенолов содержится в СБВ-экстракте ЛО, полученном при 

220 °C – 160.7 мг ЭР/г, а для экстракта, полученного традиционным способом, – 98.4 мг ЭР/г сырья. Анало-

гично, флавоноидов больше всего обнаружено в экстракте ЛО, полученном в среде СБВ при 220 °C – 65.2 мг 

ЭР/г, тогда как в экстракте, полученном традиционным способом – 33.0 мг ЭР/г сырья. Таким образом, в 

экстрактах ЛО подобная по ЭГК зависимость содержания фенолов от способа экстракции наблюдается и 

для суммы полифенолов (или флавоноидов) в пересчёте на ЭР. 

Для определения АОА экстрактов ЛО в тесте c ДФПГ (in vitro) строили кинетические кривые зави-

симости величины поглощения А (на λ=516 нм) растворов антиоксиданта в течение 30 мин реакции с ДФПГ. 

На рисунке 2 представлены типичные кинетические кривые реакции с ДФПГ растворов экстракта ЛО раз-

личной концентрации, полученного в среде СБВ при 200 °С. 

Антиоксидантная активность и содержание полифенолов в эквиваленте галловой кислоты (ЭГК) и/или 

рутина (ЭР) и флавоноидов в эквиваленте рутина (ЭР) в экстрактах, полученных с помощью различных 

методов  

Метод экстракции 

Антирадикальная (антиок-

сидантная) активность 
Сумма полифенолов Сумма флавоноидов 

EC50, мкг/мл 
по галловой кис-

лоте, мг ЭГК/г 

по рутину, 

мг ЭР/г 
по рутину, мг ЭР/г 

СБВ: 120 °С 46.3 32.7 79.8 25.4 

СБВ: 180 °С 33.0 41.8 105.1 29.7 

СБВ: 200 °С 30.3 67.3 154.3 52.4 

СБВ: 220 °С 26.9 70.4 160.7 65.2 

Водно-спиртовая (трад.) 44.2 42.6 98.4 33.0 

 



С.С. ХИЗРИЕВА, С.Н. БОРИСЕНКО, Е.В. МАКСИМЕНКО И ДР. 142 

 

Рис. 2. Кинетические кривые реакции СБВ-экстракта ЛО (200 °С) с ДФПГ (tреакции=30 мин) 

Результаты ДФПГ-теста на АОА экстрактов ЛО (табл.), полученных водно-спиртовой экстракцией и 

в среде СБВ, демонстрируют, что наивысшую активность по улавливанию свободных радикалов с самым 

низким значением EC50 проявил СБВ-экстракт при 220 °С.  

Близкую по значению EC50 активность с СБВ-экстрактом (120 °С, EC50=46.3 мкг/мл) показал экс-

тракт, полученный традиционным способом c EC50=44.2 мкг/мл. Кроме того, все экстракты продемонстри-

ровали дозозависимую АОА. Таким образом, СБВ-экстракт (220 °С) листьев оказался самым активным в 

перехвате молекул ДФПГ со значением EC50=26.9 мкг/мл. 

Поглощающая ДФПГ активность экстрактов, полученных различными методами экстракции из олив-

ковых листьев, была в следующем порядке: СБВ-220 °С > СБВ-200 °С > СБВ-180 °С > Трад. > СБВ-120 °С. 

Таким образом, полученный из ЛО в среде СБВ при 220 °C экстракт демонстрирует самую высокую АОА 

активность, выраженную в виде значений EC50.  

Результаты работы демонстрируют, что значения суммарного содержания фенолов (ССФ) значи-

тельно варьируются в зависимости от условий экстракции. Можно предположить, что увеличение ССФ и 

АОА экстрактов с ростом температуры экстракции в среде СБВ определяется изменениями ее физико-хи-

мических характеристик, приводящих к увеличению растворимости растительных метаболитов, с одной 

стороны, а также термической трансформации в СБВ исходных полифенолов, содержащихся в ЛО. Недавно 

показано [21], что в среде СБВ при 180–220 °С рутин гидролизуется до кверцетина. Среда СБВ при таких 

температурах обеспечивает выход кверцетина, сопоставимый с выходом, получаемым традиционным кис-

лотным гидролизом [34, 35]. 

Последнее обстоятельство позволяет предположить, что в СБВ-экстрактах (200 и 220 °С) из ЛО, 

именно образующиеся в результате гидролиза, агликоны флавоноидных гликозидов (рутина, лютеолин-7-

глюкозида и др.) определяют увеличение суммарного содержания суммы полифенолов и флавоноидов, и 

как следствие, АОА соответствующих высокотемпературных СБВ-экстрактов. 

Кроме того, можно предположить, что в среде СБВ реализуется многоступенчатый гидролиз основ-

ного полифенольного антиоксиданта оливковых листьев – секо-иридоида олеуропеина с образованием агли-

кона олеуропеина, который, в свою очередь, трансформируется до гидрокситирозола и эленоловой кислоты 

[36]. Изучение многоступенчатого превращения олеуропеина в СБВ представляется чрезвычайно интерес-

ным и запланированы авторами на следующем этапе работы. 

Заключение 

Впервые среда СБВ использована для получения обогащенных полифенолами экстрактов из листьев 

оливы (Olea europaea L.), демонстрирующих антиоксидантную активность, зависящих от температуры СБВ. 

Изучена антиоксидантная активность (in vitro) экстрактов, полученных с помощью методов субкри-

тической воды и традиционной экстракции растворителем (этанол-вода). Определены суммы полифенолов 

в экстрактах ЛО, полученных в среде субкритической воды и традиционным способом. Показано, что 

суммы полифенолов в полученных экстрактах максимальны для СБВ-экстрактов при 220 °С. 
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Продемонстрировано, что АОА-активность экстрактов ЛО, полученных в среде СБВ в интервале тем-

ператур 120–220 °C, возрастает с повышением температуры при субкритической водной экстракции. При 

этом раствор экстракта из ЛО, полученного в СБВ при 220 °C, демонстрирует максимальную антиоксидант-

ную активность, в отличие от экстракта, полученного традиционным способом.  

Показано, что значение величины АОА, проявляемой экстрактами из ЛО, определяется общим содер-

жанием полифенолов в полученных экстрактах. 

Представленные результаты демонстрируют высокий потенциал техники экстракции с использова-

нием субкритической воды для получения коммерческих экстрактов из ЛО (Olea europaea L.), обогащенных 

полифенолами, которые обладают АОА активностью и, в перспективе, могут стать основой для разработки 

экологически чистых продуктов с высокой добавленной стоимостью: фармацевтических субстанций и пи-

щевых добавок. 
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Khizrieva S.S., Borisenko S.N., Maksimenko E.V., Zharkova G.V., Borisenko N.I.* SUBCRITICAL WATER AS A TOOL 

FOR OBTAINING PRODUCTS WITH HIGH ANTIOXIDANT ACTIVITY FROM PRODUCTION WASTE ON THE EX-

AMPLE OF OLIVE LEAVES (OLEA EUROPAEA L.) 

Research Institute of Physical and Organic Chemistry, Southern Federal University, pr. Stachki, 194/2, Rostov-on-

Don, 344090 (Russia), e-mail: niborisenko@sfedu.ru 

Recently, “green chemistry” methods have been increasingly used to process agricultural waste in order to obtain prod-

ucts with high added value. In the presented work, the medium of subcritical water (SBW) was used to obtain (in the temperature 

range from 100 to 220 °C) extracts from the leaves of the olive (LO) of Olea europaea L. enriched with polyphenols and to 

assess their antioxidant activity (AOA). The use of medium of SBW for extraction processes allows not only to increase the 

extraction of secondary plant metabolites (SPM) from the plant matrix, but also to achieve a change in the phytochemical profile 

of extracts obtained in SBW. 

The dependence of the content of secondary plant metabolites (the sum of polyphenolic compounds and flavonoids) and 

AOA of extracts obtained at different temperatures in SBW and traditional aqueous-alcoholic extraction from olive leaves was 

studied. It was shown that the content of polyphenolic compounds and the AOA activity of the extracts depend on the extraction 

conditions. It has been demonstrated that the obtained extract from LO in medium of SBW at 220 °C contains the maximum 

amount of polyphenolic compounds and demonstrates the maximum AOA (EC50=26.9 μg/ml). 

The presented results demonstrate the promise of using SBW for obtaining extracts from LO with a high content of 

polyphenols for the development of pharmaceuticals and food additives with high AOA. 

Keywords: subcritical water, antioxidant activity, European olive (Olea europaea), polyphenols, flavonoids, oleanolic 

acid, Folin-Chocalteu method, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). 
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