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Листья оливы европейской (Olea europaea L.) характеризуются высоким содержанием биоактивных производ-

ных полифенолов, обладающих антиоксидантным, противовирусным, противовоспалительным, кардиопротекторным, 

гипотензивным, противоопухолевым действиями. Цель работы – выбор оптимального экстрагента и условий анализа 

фенольных соединений листьев оливы европейской. Сравнительный анализ семи полученных экстрактов проведен ме-

тодами спектрофотометрии и тонкослойной хроматографии (ТСХ). На УФ-спектрах растворов сравниваемых экстрак-

тов присутствует максимум поглощения при 280±2 нм, который можно связать с поглощением комплекса производных 

фенолкарбоновых кислот, в том числе и с олеуропеином. Максимум при 328±2 нм характеризует присутствие в экстрак-

тах производных гидроксикоричных кислот, в водном экстракте он имеет коротковолновой сдвиг – 320±2 нм. Методом 

ТСХ с помощью четырех подвижных фаз во всех экстрактах установлено наличие основного биологически активного 

соединения оливы европейской – олеуропеина, дополнительно обнаружено присутствие от 2 до 5 полифенольных со-

единений. Максимальное суммарное содержание фенолкарбоновых кислот в пересчете на галловую кислоту – 2.93% 

установлено для экстракта, полученного с использованием 40% спирта этилового. Наибольшее суммарное содержание 

гидроксикоричных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту (2.35%) также было экстрагировано раствором спирта 

этилового 40%. По результатам эксперимента сделан вывод, что для экстракции суммы полифенолов из листьев оливы 

европейской предпочтительнее использовать раствор спирта этилового 40%, для олеуропеина – воду. Методики ТСХ и 

метод спектрофотометрии позволяют контролировать процесс экстракции суммы биоактивных соединений листьев 

оливы европейской. 
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Введение 

Олива европейская (Olea europaea L.) относится к семейству Oleaceae, имеет особое историческое и 

коммерческое значение в странах Средиземноморья [1–3], она также произрастает на юге Российской Фе-

дерации – на территории Краснодарского края и Республики Крым [4, 5]. 

Долгое время листья Olea europaea считались малопригодными для дальнейшей переработки отхо-

дами промышленного производства оливкового масла. Исследования последних лет показали, что оливко-

вые листья характеризуются высоким содержанием биоактивных производных полифенолов, обладающих 

широким спектром ценных биологических свойств: антиоксидантным, противомикробным, противовирус-

ным, противовоспалительным, кардиопротекторным, гипотензивным, гиполипидемическим, противоопухо-

левым действиями [1–3, 6, 7]. Листья оливы европейской являются вторичным сырьем, биологически ак-

тивные соединения (БАС) которого могут быть извлечены с помощью «зеленых» технологий и использо-

ваны для пищевых, агрономических, нутрицевтических и медицинских целей в соответствии со стратегией 

экономики замкнутого цикла [8]. 
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Можно констатировать, что в последние годы возрос интерес научного сообщества к оливковым ли-

стьям и их экстрактам как перспективному сырью для создания и производства лекарственных препаратов, 

что связано с экономической и экологической целесообразностью переработки этого вторичного раститель-

ного сырья [3, 8]. Одним из главных вопросов, который следует решать при получении БАС из любого вида 

природного сырья, является выбор оптимального экстрагента и условий аналитического сопровождения 

технологии получения этих соединений. 

Цель работы – выбор оптимального экстрагента и условий сравнительного анализа фенольных соеди-

нений листьев оливы европейской. 

Экспериментальная часть 

Образцы сырья для исследования были собраны в фазе цветения, в 2019 г. в Греции, в районе Фер-

мопил и высушены воздушно-теневым способом. 

Влажность сырья определяли по методике ОФС.1.5.0007.15 «Определение влажности лекарствен-

ного растительного сырья» [9]. 

Методика получения водного экстракта. Около 2.5 г (точная навеска) сырья, измельченного до раз-

мера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями размером 1 мм, помещали в колбу со шлифом вмести-

мостью 150 мл, прибавляли 25 мл воды очищенной. Колбу присоединяли к обратному холодильнику и 

нагревали на кипящей водяной бане в течение 30 мин, периодически встряхивая. Горячее извлечение филь-

тровали через бумажный фильтр в мерную колбу вместимостью 50 мл. Экстрагирование повторяли еще раз 

в описанных выше условиях. Полученное извлечение фильтровали в ту же мерную колбу, после охлаждения 

объем извлечения доводили водой до метки и перемешивали (экстракт 1). 

Методика получения спиртовых экстрактов. Спиртовые экстракты готовили в условиях, аналогич-

ных получению водного экстракта, используя в качестве экстрагентов спирт этиловый 40% (экстракт 2), 

спирт этиловый 50% (экстракт 3), спирт этиловый 60% (экстракт 4), спирт этиловый 70% (экстракт 5), спирт 

этиловый 80% (экстракт 6), спирт этиловый 95% (экстракт 7). 

Анализ экстрактов методом спектрофотометрии. 1.0 мл экстракта 1 помещали в мерную колбу 

вместимостью 50 мл, доводили объем до метки водой (раствор А).  

1.0 мл спиртового экстракта помещали в мерную колбу вместимостью 100 мл, доводили объем до 

метки спиртом этиловым 40% (экстракт 2), спиртом этиловым 50% (экстракт 3), спиртом этиловым 60% 

(экстракт 4), спиртом этиловым 70% (экстракт 5), спиртом этиловым 80% (экстракт 6), спиртом этиловым 

95% (экстракт 7) и перемешивали (раствор Б). 

Измеряли оптическую плотность растворов А и Б на спектрофотометре СФ-104 (спектральный диа-

пазон от 190 до 750 нм) в кюветах с толщиной слоя 10 мм, в диапазоне длин волн от 190 до 700 нм. В 

качестве раствора сравнения для раствора А использовали воду, для раствора Б – раствор спирта этилового 

соответствующей концентрации. 

Расчет содержания фенолкарбоновых кислот (Х, %) в пересчете на галловую кислоту и гидроксико-

ричных кислот (Х, %) в пересчете на хлорогеновую кислоту в сырье проводили по формуле: 
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где А – оптическая плотность испытуемого раствора; ах – навеска сырья, взятая для получения экстракта, г; 

W1, W2, Va – объемы мерных колб, аликвота, мл; 527 – удельный показатель поглощения галловой кислоты 

при 270 нм [9]; 507 – удельный показатель хлорогеновой кислоты при 330 нм [9]; W – влажность сырья, %. 

Анализ экстрактов методом ТСХ. На линию старта хроматографической пластинки марки «Sorbfil 

ПТСХ-П-А-УФ» наносили испытуемые экстракты в количестве 5, 10, 15, 20 мкл. В эксперименте участво-

вали четыре подвижные фазы (ПФ): «бензол-этилацетат-этанол (60 : 30 : 10)» – ПФ I; «бензол-этилацетат-

этанол (40 : 40 : 20)» – ПФ II; «хлороформ-этанол-уксусная кислота (70 : 30 : 10)» – ПФ III; «гептан-этила-

цетат-этанол-вода (1 : 19 : 1 : 19)» – ПФ IV [10]. Хроматографирование проводили восходящим способом. 

Когда ПФ проходила около 90% длины пластинки от линии старта, пластинку вынимали, высушивали на 

воздухе, детекцию зон адсорбции проводили облучением УФ-светом при 254 нм и 365 нм. 

Статистическую обработку результатов исследования проводили с помощью пакета компьютерных 

программ Microsoft Office Excel. 
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Обсуждение результатов 

Сырье, использованное в эксперименте, – это цельные или частично измельченные листья оливы. 

Листовые пластинки простые, продолговатые, почти сидячие, кожистые, узколанцетные, цельнокрайные 

или пильчатые. Длина листовой пластинки – 3–10 см, ширина – 1–3 см, длина черешка – около 1.5 см. Цвет 

листьев темно-зеленый с верхней стороны и серовато-серебристый с нижней. Запах листьев слабый, вкус 

слабо-горьковатый с легким привкусом оливкового масла. Измельченное сырье представляло собой кусочки 

листьев различной формы, проходящие сквозь сито с отверстиями диаметром 7 мм [4, 5, 11, 12]. 

Одной из обязательных числовых характеристик растительного сырья, которая используется в расче-

тах количественного содержания БАС, является влажность [9]. По результатам эксперимента в трех повтор-

ностях было установлено, что растительное сырье имело остаточную влажность 10.80%. Это значение далее 

использовали при расчетах количественного содержания БАС в сырье.  

На начальном этапе изучения любой группы БАС природного происхождения необходимо иметь дан-

ные об условиях их экстракции из растительного сырья. Согласно опубликованным литературным данным 

[13–23], экстрагентами полифенолов листьев оливы европейской чаще всего выступают метанол, этилаце-

тат, вода, спирт этиловый различных концентраций, н-гексан, н-бутанол. Если рассматривать эти раствори-

тели с точки зрения их токсичности, пожаро- и взрывоопасности [9, 24], то максимально «зеленым» среди 

них является вода. Этилацетат относится к растворителям категории 3, применение которых должно быть 

ограничено требованиями GMP или другими требованиями к качеству [24]. Однако следует признать его 

взрывоопасность, что можно трактовать как отрицательный фактор с позиций «зеленых» технологий. Ме-

танол и н-гексан, согласно классификации, приведенной в ГФ XIV и фармакопеи ЕВРАЗЭС [9, 24], отно-

сятся к группе 2 – растворители, использование которых нужно ограничивать. н-Бутанол входит в группу 

растворителей с низкой токсичностью [9, 24], но вместе с этим, как и этилацетат, пожаро- и взрывоопасен, 

что негативно отражается на «озеленении» технологий получения экстрактов. Вопрос использования спирта 

этилового различных концентраций с учетом внедрения «зеленых» принципов в фармацевтическое произ-

водство на сегодняшний день остается открытым. И это, в первую очередь, связано с тем, что большинство 

производств адаптировано к производству именно спиртовых экстрактов из большинства природного сы-

рья. При этом литературные данные показывают, что водные и спиртовые извлечения из листьев оливы 

европейской близки по фармакологическим свойствам [14], имеют сопоставимое содержание БАС. Водные 

извлечения не нуждаются в дополнительной очистке от остаточных органических растворителей, не тре-

буют выделения дополнительных финансовых средств для утилизации и хранения летучих токсичных рас-

творителей при производстве лекарственных средств, что является признаком «озеленения» фармацевтиче-

ской отрасли. В рамках конкретного эксперимента вопрос замены спирта этилового на воду можно решить 

только после сравнительного анализа водных и спиртовых экстрактов. В связи с этим для выбора экстра-

гента и определения оптимальной концентрации спирта этилового в эксперименте использовали воду очи-

щенную и спирт этиловый следующих объемных концентраций: 40, 50, 60, 70, 80 и 95%. 

Сравнительный анализ полученных экстрактов решено было проводить методами спектрофотомет-

рии в УФ-области [9] и тонкослойной хроматографии (ТСХ) [9], так как на данном этапе исследования такой 

подход информативен и экономически оправдан. 

Для всех семи экстрактов эмпирически было подобрано оптимальное чисто ступеней разведения, ко-

торое позволяло адекватно регистрировать максимумы поглощения, а величина оптической плотности 

имела приемлемое значение [9] (рис. 1–3). 

На рисунке 1 приведен электронный спектр водного экстракта листьев оливы европейской, на кото-

ром наблюдаются два максимума поглощения при 280±2 нм и 320±2 нм. 

Электронные спектры растворов спиртовых экстрактов, полученных с помощью спирта этилового с 

концентрацией от 40 до 80%, характеризовались двумя максимумами: при 280±2 и при 328±2 нм (рис. 2). 

На спектре 95% спиртового экстракта листьев оливы европейской присутствовал дополнительный 

максимум при 665±2 нм, который соответствует поглощению хлорофилла (рис. 3). 
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Рис. 1. Спектр поглощения раствора водного 

экстракта листьев оливы европейской 

Рис. 2. Спектр поглощения раствора экстракта 

листьев оливы европейской, полученного 60% 

спиртом этиловым 

Рис. 3. Спектр поглощения раствора экстракта ли-

стьев оливы европейской, полученного 95% спир-

том этиловым  

Данные литературы свидетельствуют, что в листьях оливы европейской присутствуют пять основных 

групп фенольных соединений: олеуропеозиды (олеуропеин и вербаскозид); производные фенолов (тирозол, 

гидрокситирозол, ванилин, ванилиновая и кофейная кислоты); флавоны (лютеолин-7-глюкозид, апигенин-

7-глюкозид, диосметин-7-глюкозид, лютеолин и диосметин); флавонолы (рутин); флаван-3-олы (катехины). 

Доминантными соединениями являются секоиридоид олеуропеин – гликозид гидрокситирозола, связанного 

сложноэфирной связью с эленоловой кислотой, и вербаскозид – конъюгированный глюкозид гидроксити-

розола и кофейной кислоты [24]. На УФ-спектрах растворов всех сравниваемых экстрактов присутствует 

максимум поглощения при 280±2 нм, который можно связать с поглощением комплекса производных фе-

нолкарбоновых кислот, в том числе и олеуропеина. Максимум при 328±2 нм является общим для всех по-

лученных спиртовых экстрактов и характеризует присутствие в них производных гидроксикоричных кис-

лот. В водном экстракте этот максимум имеет коротковолновой сдвиг – 320±2 нм [25]. Положение макси-

мумов поглощения на спектрах семи полученных экстрактов позволяют констатировать, что они имеют 

близкий суммарный качественный состав. 

Для подтверждения этого предположения и одновременного выбора оптимальных условий провели хро-

матографический ТСХ-анализ изучаемых экстрактов листьев оливы европейской. При выполнении данного 

фрагмента эксперимента решали несколько задач: выбор оптимальных условий ТСХ-анализа для дальнейшего 

аналитического сопровождения получения экстрактов листьев оливы европейской; выбор лучшего экстрагента 

с точки зрения числа соединений, входящих в экстракт; возможность идентифицировать секоиридоид олеуро-

пеин. Суммарный результат ТСХ-анализа семи экстрактов в четырех ПФ представлен в таблице 1. 

Сопоставление числа зон адсорбции на хроматограммах показал, что с увеличением концентрации 

спирта этилового, увеличивается число пятен на треках экстрактов, а, следовательно, и количество веществ. 

Так, при использовании ПФ I максимальное число зон адсорбции – пять характерно для экстрактов, полу-

ченных спиртом этиловым с концентрацией 60, 80 и 95%. Применяя ПФ II, наблюдали пять зон на треках 
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извлечений, полученных спиртом этиловым с концентрацией 40% и от 70 до 95%. ПФ III позволила обна-

ружить по пять зон адсорбции для 60, 80% спиртовых извлечений из листьев оливы европейской. ПФ IV 

показала наличие максимального числа соединений – четыре только для одного экстракта, полученного 

спиртом этиловым 40%. Таким образом, при повышении концентрации спирта этилового происходит, как 

правило, увеличение числа извлекаемых веществ. Однако эта закономерность нестабильна, что, возможно, 

связано с неоптимальными хроматографическими условиями. 

Таблица 1. Результаты ТСХ анализа экстрактов листьев оливы европейской* 

Экстракты Значения Rf в ПФI Значения Rf в ПФII Значения Rf в ПФ III Значения Rf в ПФ IV 

Экстракт 1 0.06 (олеуропеин) [10] 

0.19  

0.49 (тирозол) [10] 

0.19 

0.30 (олеуропеин) [10] 

0.49 

0.29  

0.55 

0.17 

0.15 

Экстракт 2 0.07 (олеуропеин) [10] 

0.39  

0.16 

0.25(олеуропеин) [10] 

0.31 

0.40  

0.50  

0.31  

0.39  

0.57 

0.69  

0.15 

0.24 

0.77 

Экстракт 3 0.04 (олеуропеин) [10] 

0.11  

0.33  

0.32(олеуропеин) [10] 

0.39 

0.49 

0.58 

0.69 

0.76 

0.46 

0.56 

0.65 

0.81 

Экстракт 4 0.07 (олеуропеин) [10] 

0.12 

0.24 (гидрокситирозол) [10] 

0.46  

0.50 (тирозол) [10]. 

0.28 (олеуропеин) [10] 

0.36 

0.47 

0.56 

0.21  

0.61 

0.70 

0.77 

0.89 

0.59 

0.68 

0.82 

Экстракт 5 0.10 (олеуропеин) [10] 

0.24 (гидрокситирозол) [10] 

0.53 (тирозол) [10] 

0.60 (катехол, метилкатехол) 

[10] 

0.30(олеуропеин) [10] 

0.39  

0.51 

0.64 

0.76  

0.53 

0.66 

0.74 

0.92 

0.53 

0.82 

Экстракт 6 0.12 (олеуропеин) [10] 

0.30 

0.57 

0.66 (катехол, метилкатехол) 

[10] 

0.95 

0.25 

0.33 (олеуропеин) [10] 

0.40 

0.51 

0.72  

0.24  

0.43 

0.56 

0.66 

0.90 

0.27 

Экстракт 7 0.12 

0.22 

0.44 

0.78 

0.95 

0.28 

0.37 (олеуропеин) [10] 

0.45 

0.55 

0.76  

0.35 

0.55 

0.63 

0.88 

0.55 

0.68 

0.89 

* – в таблице приведен средний результат для трех последовательных определений. 

Анализируя треки хроматограмм водного и спиртовых извлечений в четырех ПФ, пришли к выводу, 

что достаточными для хроматографирования объемами пробы были 10 и 15 мкл. Для всех экстрактов и че-

тырех систем растворителей оказалось, что нанесение 5 мкл извлечений на линию старта было недостаточ-

ным, так как после хроматографирования зоны адсорбции были практически не видны как в дневном свете, 

так и при облучении УФ-светом. Нанесение пробы объемом 20 мкл показало, что зоны адсорбции на треках 

экстрактов были перегруженными, а разделения БАС не происходило, это особенно было характерно для 

экстрактов с более высокой концентрацией спирта этилового. Взаимный учет нескольких факторов, а 

именно подсчет числа зон адсорбции на треках экстрактов, учет времени хроматографирования, способно-

сти ПФ к расслоению, возможности идентификации по величине фактора удерживания, опубликованного в 

литературе, пригодности системы для разделения (ΔRf<0.1) позволили прийти к следующим заключениям: 

1) ПФ I позволяет идентифицировать олеуропеин, гидрокситирозол, тирозол, суммарно катехол и метилка-

техол; ПФ II может применяться для идентификации олеуропеина; 2) достоверно идентифицировать олеу-

ропеин при помощи ПФ III возможно при наличии стандартного образца, так как нет опубликованных дан-

ных по величине фактора удерживания для основных БАС листьев оливы европейской; при этом, учитывая 
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хроматографическую подвижность, окраску в видимом свете и при УФ-облучении, можно предположить, 

что зона адсорбции с фактором удерживания около 0.6 принадлежит олеуропеину; 3) ПФ IV оказалась не-

пригодна для работы с изучаемыми объектами, поскольку время хроматографирования составило около 3 ч, 

при столь длительном времени анализа система расслаивалась, а для большинства пятен величина ΔRf была 

значительно меньше 0.1, т.е. система не выполняла задач по разделению компонентов экстрактов, о чем 

свидетельствовало значительное «размывание» зон адсорбции. 

Выбор оптимального экстрагента для БАС листьев оливы европейской предполагал обязательный 

предварительный количественный анализ суммы БАС (табл. 2). 

Из данных таблицы 2 следует, что вода экстрагировала наименьшее суммарное количество БАС, мак-

симальное общее количество фенолкарбоновых кислот в пересчете на галловую кислоту и гидроксикорич-

ных кислот в пересчете на хлорогеновую кислоту из сырья было экстрагировано 40% спиртом этиловым – 

2.93 и 2.35% соответственно. Кроме того, как экстрагенты суммы БАС заслуживают внимания спирт этило-

вый 60 и 80%. Однако при увеличении концентрации спирта от 60 до 80% не происходит значительного 

увеличения эффективности экстракции БАС, а при его концентрации 95% она снижается. Следует обратить 

внимание на то, что хоть вода и извлекает меньшее суммарное количество БАС, этот экстрагент позволяет 

выделить из сырья олеуропеин с наименьшим количеством сопутствующих полифенолов, что подтвержда-

ется ТСХ анализом экстракта 1. 

Таблица 2. Результаты количественного анализа суммы БАС листьев оливы европейской* 

№ 

Экстрагент (навеска 

сырья, взятая для по-

лучения экстракта, г) 

Максимумы поглощения, 

нм (оптическая плотность) 

Содержание фенолкарбо-

новых кислот в пересчете 

на галловую кислоту, % 

Содержание гидрокси-

коричных кислот в пе-

ресчете на хлорогено-

вую кислоту, % 

1 вода очищенная 

(2.5033 г) 

280 нм (0.984) 

320 нм (0.677) 

2.090.10  

1.500.08 

2 спирт этиловый 40% 

(2.5027 г) 

281 нм (0.689) 

327 нм (0.531) 

2.930.15  

2.350.12 

3 спирт этиловый 50% 

(2.5065 г) 

281 нм (0.620) 

327 нм (0.456) 

2.630.13  

2.010.10 

4 спирт этиловый 60% 

(2.5070 г) 

281 нм (0.660) 

328 нм (0.497) 

2.800.14  

2.190.11 

5 спирт этиловый 70% 

(2.5001 г) 

282 нм (0.627) 

328 нм (0.455) 

2.670.13  

2.010.10 

6 спирт этиловый 80% 

(2.5025 г) 

282 нм (0.655) 

329 нм (0.491) 

2.780.14  

2.170.11 

7 спирт этиловый 95% 

(2.5051 г) 

282 нм (0.548) 

328 нм (0.384) 

2.330.12  

1.690.08 

* – в таблице приведен средний результат для трех последовательных определений. 

Выводы 

1. Предложенные и использованные в эксперименте методики позволяют контролировать процесс 

экстракции суммы БАС из листьев оливы европейской и далее будут использованы для анализа этого вида 

сырья, но произрастающего на юге РФ.  

2. Методом ТСХ установлено наличие доминантного БАС оливы европейской – олеуропеина, причем 

минимальное число сопутствующих полифенольных соединений обнаружено в водном экстракте 1.  

3. Суммарное содержание в сырье фенолкарбоновых кислот (в пересчете на галловую кислоту) коле-

балось от 2.09 до 2.93%; гидроксикоричных кислот (в пересчете на хлорогеновую кислоту) – от 1.50 до 

2.35%.  

4. Максимальное суммарное количество БАС было определено в экстракте 2, полученным спиртом 

этиловым 40%, в связи с этим его можно признать перспективным экстрагентом суммы БАС листьев оливы 

европейской.  

5. Однако необходимо отметить, что при использовании этого вида сырья как источника получения 

олеуропеина оптимально будет строить технологию на более «зеленом» экстрагенте – воде, поскольку она 

позволяет получить экстракт, содержащий олеуропеин, но при минимальном количестве сопутствующих 
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полифенолов, что значительно облегчит дальнейшую очистку индивидуального вещества и снизить содер-

жание остаточных органических растворителей в нем. 
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The leaves of the European olive (Olea europaea L.) are characterized by a high content of bioactive polyphenol deriv-

atives that have antioxidant, antiviral, anti-inflammatory, cardioprotective, hypotensive, antitumor effects. The aim of the work 

is to select the optimal extractant and conditions for the analysis of phenolic compounds from European olive leaves. A compar-

ative analysis of the seven obtained extracts was carried out by spectrophotometry and thin layer chromatography (TLC). The 

UV spectra of solutions of the compared extracts show an absorption maximum at 280±2 nm, which can be associated with the 

absorption of a complex of phenolcarboxylic acid derivatives, including oleuropein. The maximum at 328±2 nm characterizes 

the presence of hydroxycinnamic acid derivatives in extracts; in an aqueous extract, it has a short-wavelength shift of 320±2 nm. 

The presence of the main biologically active compound of the European olive, oleuropein, was found in all extracts by TLC 

using four mobile phases, and the presence of 2 to 5 polyphenolic compounds was additionally detected. The maximum total 

content of phenolcarboxylic acids in terms of gallic acid – 2.93% was established for the extract obtained using 40% ethyl 

alcohol. The highest total content of hydroxycinnamic acids in terms of chlorogenic acid (2.35%) was also extracted with a 40% 

ethyl alcohol solution. Based on the results of the experiment, it was concluded that for the extraction of the total polyphenols 

from the leaves of the European olive, it is preferable to use a solution of ethyl alcohol 40%, for oleuropein - water. TLC tech-

niques and spectrophotometric method allow to control the process of extraction of the amount of bioactive compounds from 

European olive leaves. 

Keywords: European olive, oleuropein, polyphenols, thin layer chromatography, spectrophotometry. 
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