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Èçó÷åíî ñîäåðæàíèå âòîðè÷íûõ ðàñòèòåëüíûõ ìåòàáîëèòîâ (ñóììà ïîëèôåíîëü-
íûõ ñîåäèíåíèé è ôëàâîíîèäîâ), ïîëó÷åííûõ ñóáêðèòè÷åñêîé âîäíîé (ÑÁÂ) è
òðàäèöèîííîé âîäíî-ñïèðòîâîé ýêñòðàêöèÿìè èç ëèñòüåâ îëèâû (Olea europaea
L.) è îïðåäåëåíà èõ àöåòèëõîëèíýñòåðàçíàÿ (àíòè-ÀÕÝ) àêòèâíîñòü, õàðàêòåðèçó-
åìàÿ êîíöåíòðàöèèåé ýêñòðàêòîâ ëèñòüåâ îëèâû, ïðèâîäÿùåé ê 50 %-íîìó èíãè-
áèðîâàíèþ àêòèâíîñòè ôåðìåíòà àöåòèëõîëèíýñòåðàçû (ÀÕÝ) — IC50. Ïîêàçàíî,
÷òî ñîäåðæàíèå ïîëèôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé è àíòè-ÀÕÝ-àêòèâíîñòü ýêñòðàêòîâ
çàâèñÿò îò èñïîëüçóåìîãî ìåòîäà ýêñòðàêöèè. Ïîëó÷åííûé ïðè 220 C ÑÁÂ-ýêñò-
ðàêò èç ëèñòüåâ îëèâû ñîäåðæèò ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ïîëèôåíîëüíûõ ñîåäè-
íåíèé è äåìîíñòðèðóåò ñàìóþ âûñîêóþ àíòè-ÀÕÝ-àêòèâíîñòü (IC50  0,4 ìã/ìë).
Íàèìåíåå àêòèâíûì â îòíîøåíèè èíãèáèðîâàíèÿ ôåðìåíòà ÀÕÝ îêàçàëñÿ ýêñò-
ðàêò, ïîëó÷åííûé òðàäèöèîííîé âîäíî-ñïèðòîâîé ýêñòðàêöèåé (IC50  3,6 ìã/ìë).
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñóáêðèòè-
÷åñêîé âîäû äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýêñòðàêòîâ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ïîëèôåíîëîâ,
íåîáõîäèìûõ ïðè ðàçðàáîòêå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ è ïèùåâûõ äîáàâîê äëÿ
ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê
áîëåçíü Àëüöãåéìåðà, èç îòõîäîâ ïðîèçâîäñòâà îëèâêîâîãî ìàñëà (ëèñòüåâ îëèâû).

Ê ë þ ÷ å â û å  ñ ë î â à: ñóáêðèòè÷åñêàÿ âîäà, ýêñòðàêöèÿ, ëèñòüÿ îëèâû (Olea europaea
L.), ïîëèôåíîëû, àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíàÿ àêòèâíîñòü, ìåòîä Ýëëìàíà, áîëåçíü
Àëüöãåéìåðà.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Â ïîñëåäíèå ãîäû ðàñòåò ÷èñëî èññëåäîâàíèé, íàïðàâëåííûõ íà ðàçðàáîòêó íî-
âûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ñóáñòàíöèé äëÿ ëå÷åíèÿ ðàçëè÷íûõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ
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çàáîëåâàíèé, òàêèõ êàê áîëåçíü Àëüöãåéìåðà (ÁÀ), íà îñíîâå âòîðè÷íûõ ðàñòè-
òåëüíûõ ìåòàáîëèòîâ (ÂÐÌ — îðãàíè÷åñêèå âåùåñòâà, ñèíòåçèðóåìûå ðàñòåíèåì,
íî íå ó÷àñòâóþùèå íåïîñðåäñòâåííî â ðîñòå, ðàçâèòèè èëè ðåïðîäóêöèè) [1,
2]. Íàçíà÷àåìûå ïðè ÁÀ ïðåïàðàòû, êàê ïðàâèëî, âûçûâàþò ïîáî÷íûå ýôôåê-
òû. Êàê ñåé÷àñ ïîëàãàþò, íåêîòîðûå èç íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé, â
òîì ÷èñëå ÁÀ, èìåþò âîñïàëèòåëüíóþ îñíîâó, ÷òî îïðåäåëÿåò íîâûå òåðàïåâ-
òè÷åñêèå ñòðàòåãèè äëÿ áîðüáû ñ ýòèìè çàáîëåâàíèÿìè [3]. Îäíà èç òàêèõ
ñòðàòåãèé ëå÷åíèÿ ÁÀ — èñïîëüçîâàíèå ÂÐÌ è èõ ïðîèçâîäíûõ, ñïîñîáíûõ
îêàçûâàòü íåéðîïðîòåêòîðíîå äåéñòâèå ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ àöåòèëõîëèí-
ýñòåðàçû (ÀÕÝ) è/èëè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ ãðóïï
ÂÐÌ ÿâëÿþòñÿ ïîëèôåíîëû è èõ ïðîèçâîäíûå, êîòîðûå äåìîíñòðèðóþò àíòè-
àöåòèëõîëèíýñòåðàçíóþ è àíòèîêñèäàíòíóþ àêòèâíîñòü è â ïåðñïåêòèâå ìî-
ãóò ñòàòü îñíîâîé äëÿ ðàçðàáîòêè ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ñóáñòàíöèé è ïèùåâûõ
äîáàâîê äëÿ ïðîôèëàêòèêè è ëå÷åíèÿ ÁÀ [4]. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî äîñòóïíûì
è äåøåâûì èñòî÷íèêîì ïîëèôåíîëîâ ìîãóò ñëóæèòü âûðàáàòûâàåìûå êàæ-
äûé ãîä â îãðîìíûõ êîëè÷åñòâàõ îòõîäû ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé è ïèùåâîé
ïðîìûøëåííîñòè. Òèïè÷íûé ïðèìåð — îòõîäû ìèðîâîé èíäóñòðèè ïðîèçâîä-
ñòâà îëèâêîâîãî ìàñëà, â êîòîðîé åæåãîäíî îáðàçóåòñÿ îò 750 äî 1 500 òûñ. ò
ëèñòüåâ, êîòîðûå îáû÷íî ñæèãàþòñÿ äëÿ ïðîèçâîäñòâà ýíåðãèè [5]. Èçâåñòíî,
÷òî ëèñòüÿ îëèâû åâðîïåéñêîé (ËÎ) ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà ÂÐÌ
íåñêîëüêèõ êëàññîâ, òàêèõ êàê ïåíòàöèêëè÷åñêèå òðèòåðïåíû, ïîëèôåíîëü-
íûå ïðîèçâîäíûå è ïîëèîëû ñ óíèêàëüíûìè ñâîéñòâàìè, ÿâëÿþùèìèñÿ ïî-
òåíöèàëüíûìè ëåêàðñòâåííûìè ïðåïàðàòàìè è áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûìè ïè-
ùåâûìè äîáàâêàìè [6]. Ïðè ýòîì íàäî îòìåòèòü, ÷òî â ñàìèõ ïëîäàõ îëèâû
òðèòåðïåíû îáíàðóæåíû èñêëþ÷èòåëüíî â êîæóðå è â êîíöåíòðàöèè â 30 ðàç
ìåíüøåé, ÷åì â ëèñòå. Â íåäàâíî îïóáëèêîâàííîé ðàáîòå [7] ïîêàçàíî, ÷òî ËÎ
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ â êà÷åñòâå äåøåâîãî èñòî÷íèêà ôàðìàöåâòè÷åñêè çíà-
÷èìîé îëåàíîëîâîé êèñëîòû, îáëàäàþùåé øèðîêèì ñïåêòðîì áèîëîãè÷å-
ñêîé àêòèâíîñòè [8, 9] ïðè ïðèìåíåíèè ñóáêðèòè÷åñêîé âîäû êàê ýêñòðàãåíòà.

Â äàííîé ðàáîòå â ñîîòâåòñòâèè ñ [10, 11] òåðìèíîì ñóáêðèòè÷åñêàÿ âîäà
(ÑÁÂ) îáîçíà÷àåòñÿ æèäêàÿ âîäà ïðè òåìïåðàòóðàõ îò 100 äî 374 Ñ (òî åñòü
íèæå êðèòè÷åñêîé òî÷êè). Ïðè ýòèõ òåìïåðàòóðàõ è ïîâûøåííîì äàâëåíèè
âîäà îñòàåòñÿ â æèäêîì ñîñòîÿíèè, â êîòîðîì îíà ïðèîáðåòàåò ñâîéñòâà, ïî-
çâîëÿþùèå èñïîëüçîâàòü ñðåäó äëÿ ýêñòðàêöèè øèðîêîãî ñïåêòðà ÂÐÌ. Â
ýòèõ óñëîâèÿõ âîäà èìååò ãîðàçäî áîëåå íèçêóþ äèýëåêòðè÷åñêóþ ïðîíèöàå-
ìîñòü (), ÷åì ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Òàê, íàïðèìåð, ïðè ïîâûøåíèè
òåìïåðàòóðû äî 225 Ñ âåëè÷èíà  âîäû ñíèæàåòñÿ ñ 86 äî 30, à äëÿ òàêîãî
îðãàíè÷åñêîãî ðàñòâîðèòåëÿ, êàê ìåòàíîë, îíà ðàâíà 32,6 ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Òî åñòü ÑÁÂ ïðè òàêîé òåìïåðàòóðå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà â
êà÷åñòâå ýêñòðàãåíòà, ïîäîáíîãî âîäíî-ñïèðòîâûì ðàñòâîðàì, òðàäèöèîííî
èñïîëüçóåìûì äëÿ èçâëå÷åíèÿ ÂÐÌ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ïðè ïîâûøåíèè òåì-
ïåðàòóðû ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ñòðóêòóðû âîäîðîäíûõ ñâÿçåé â âîäå è óâå-
ëè÷åíèå åå èîííîãî ïðîèçâåäåíèÿ: â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 220—270 C âåëè-
÷èíà Kw (êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ äèññîöèàöèè âîäû íà ïðîòèâîèîíû) ïðèìåðíî
íà òðè ïîðÿäêà âûøå, ÷åì äëÿ æèäêîé âîäû ïðè 25 C, ò. å. óâåëè÷èâàåòñÿ
êîíöåíòðàöèÿ è èîíîâ ãèäðîêñîíèÿ (H3O

) è ãèäðîêñèëà (OH). Ïî ýòîé
ïðè÷èíå ÑÁÂ ìîæåò âûñòóïàòü â ýòîì òåìïåðàòóðíîì èíòåðâàëå êàê êàòàëè-
çàòîð êèñëîòíî-îñíîâíûõ ïðîöåññîâ. Â öåëîì, ÑÁÂ ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê
«çåëåíûé» ðàñòâîðèòåëü, èíòåðåñíûé ñ òî÷êè çðåíèÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ïðî-
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öåññàõ ïðåâðàùåíèÿ áèîìàññû è îòõîäîâ ðàñòèòåëüíîãî ñûðüÿ â ïðîäóêòû ñ
âûñîêîé äîáàâëåííîé ñòîèìîñòüþ.

Ïîëèôåíîëû â ëèñòüÿõ îëèâû ïðåäñòàâëåíû ïÿòüþ îñíîâíûìè ãðóïïàìè
ñîåäèíåíèé [13]:

— îëåóðîçèäû (îëåóðîïåèí è âåðáàñêîçèä),
— ôëàâîíû (ëþòåîëèí-7-ãëþêîçèä, àïèãåíèí-7-ãëþêîçèä, äèîñìåòèí-7-

ãëþêîçèä, ëþòåîëèí è äèîñìåòèí),
— ôëàâîíîëû (ðóòèí),
— ôëàâàí-3-îëû (êàòåõèí),
— çàìåùåííûå ôåíîëû [òèðîçîë (4-(2-ãèäðîêñèýòèë)ôåíîë); ãèäðîêñè-

òèðîçîë (4-(2,3-äèãèäðîêñèýòèë)ôåíîë); êîôåéíàÿ êèñëîòà (3,4-äèãèäðîê-
ñèêîðè÷íàÿ êèñëîòà)].

Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîëèôåíîëû ËÎ îá-
ëàäàþò àíòèîêñèäàíòíîé è àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíîé (àíòè-ÀÕÝ) àêòèâ-
íîñòüþ è, ïî-âèäèìîìó, îáëàäàþò õîðîøèì òåðàïåâòè÷åñêèì ïîòåíöèàëîì
äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáîëåâàíèé [14—16]. Ïîýòîìó
ðàçðàáîòêà íîâûõ âûñîêîýôôåêòèâíûõ è ýêîëîãè÷åñêè ÷èñòûõ ìåòîäîâ ïîëó-
÷åíèÿ òàêèõ ýêñòðàêòîâ èç ËÎ è èçó÷åíèå èõ ñîñòàâà è ïîòåíöèàëà êàê èíãè-
áèòîðîâ ÀÕÝ, ÿâëÿåòñÿ ÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëüíîé è èìååò çíà÷åíèå êàê ñ ýêî-
íîìè÷åñêîé, òàê è ýêîëîãè÷åñêîé òî÷êè çðåíèÿ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, íàëè÷èå
ìíîãî÷èñëåííûõ ïîëèôåíîëüíûõ ìåòàáîëèòîâ â ËÎ îïðåäåëÿåò ÷ðåçâû÷àé-
íóþ ïðèâëåêàòåëüíîñòü èõ îáðàáîòêè â ñðåäå ÑÁÂ äëÿ ïðîìûøëåííîãî ïðî-
èçâîäñòâà ôàðìàöåâòè÷åñêè çíà÷èìûõ ïðîäóêòîâ ñ âûñîêîé äîáàâëåííîé
ñòîèìîñòüþ â âèäå îáîãàùåííûõ ïîëèôåíîëàìè ýêñòðàêòîâ.

Íåäàâíî ïîêàçàíî [17—22], ÷òî ðàñòèòåëüíûå ïîëèôåíîëû â ñðåäå ÑÁÂ
ïîäâåðæåíû ðàçíîãî ðîäà òðàíñôîðìàöèÿì, â ïåðâóþ î÷åðåäü — ãèäðîëèçó.
Ïîñëåäíåå îáñòîÿòåëüñòâî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü ãèäðîëèç ðàñòèòåëüíûõ ïî-
ëèôåíîëüíûõ ãëèêîçèäîâ äî èõ áàçîâûõ àãëèêîíîâ â ïðîöåññå îáðàáîòêè ÑÁÂ
áåç èñïîëüçîâàíèÿ äîðîãîñòîÿùèõ, à çà÷àñòóþ è òîêñè÷íûõ îðãàíè÷åñêèõ ðà-
ñòâîðèòåëåé. Â ðåçóëüòàòå ýêñòðàêòû, ïîëó÷åííûå â ñðåäå ÑÁÂ, èìåþò èíîé
ïîëèôåíîëüíûé ñîñòàâ, ÷åì ýêñòðàêòû, ïîëó÷åííûå â âîäíî-ñïèðòîâîé ñðåäå.

Â ñâÿçè ñî ñêàçàííûì, öåëü ïðåäñòàâëåííîé ðàáîòû — èçó÷åíèå ïîëèôå-
íîëüíîãî ñîñòàâà è àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ èç
ëèñòüåâ îëèâû (Olea europaea L.), ïîëó÷åííûõ â ÑÁÂ, â ñðàâíåíèè ñî ñâîéñòâà-
ìè ýêñòðàêòîâ, ïîëó÷åííûõ â âîäíî-ñïèðòîâîé ñðåäå.

ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀËÜÍÀß ×ÀÑÒÜ

Ìàòåðèàëû è ðåàêòèâû

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû: ëèñòüÿ îëèâû
ôèðìû Oleaf ïðèîáðåòåíû ó ÎÎÎ «Îêâýë» (Ðîññèÿ); àöåòîíèòðèë (ìàðêà
LC/MC) «Êðèîõðîì»; ñåðíàÿ êèñëîòà (îñ. ÷.), õëîðîôîðì (îñ. ÷.) ïðèîáðåòå-
íû ó ÎÀÎ «Âåêòîí» (Ðîññèÿ). Ôåðìåíò àöåòèëõîëèíýñòåðàçà (ÀÕÝ, òèï VI-S,
3.1.1.7, 200—1000 åäèíèö/ìã áåëêà) èç ýëåêòðè÷åñêîãî óãðÿ (Electrophorus
electricus), àöåòèëòèîõîëèí èîäèä (ÀÒÕè) (98 %), 5,5-äèòèîáèñ(2-íèòðîáåí-
çîéíàÿ) êèñëîòà (ÄÒÍÁ) (99 %) áûëè ïðèîáðåòåíû ó «Sigma-Aldrich».

Ñóììó ïîëèôåíîëîâ â ýêñòðàêòàõ îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàêòèâà
Ôîëèíà—×îêàëüòåó (2Ì, ïðîèçâîäñòâî ôèðìû «Sigma»). Ãàëëîâàÿ êèñëîòà (áåç-
âîäí., 98 %) ïðèîáðåòåíà ó ôèðìû «ÄÈÀ-Ì» (Ðîññèÿ). Na2CO3 (áåçâîäíûé, ÷,
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ÃÎÑÒ 83—79, ôèðìà «Âåêòîí»). Ñîëÿíàÿ êèñëîòà (ÃÎÑÒ 14261—77, îñ÷, ôèðìà
«Ñèãìà Òåê») è ëåäÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà (CH3COOH, ÃÎÑÒ 61—75, õ÷) ïðè-
îáðåòåíû ó ôèðìû «Âåêòîí». Ðóòèí ïðèîáðåòåí ó ôèðìû «Sichuan Xieli
Pharmaceutical Co., Ltd». Êèòàé.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòè-õîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè èñïîëüçîâàí ìåòîä
Ýëëìàíà ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè [16, 23].

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóììû ïîëèôåíîëîâ è ñóììû ôëàâîíîèäîâ ïðèìåíÿëèñü,
ñîîòâåòñòâåííî, äèôôåðåíöèàëüíàÿ [24] è ïðÿìàÿ [25] ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïåêòðîôîòîìåòðà ÑÏÅÊÑ ÑÑÏ 705 (ÓÔ-Âèä, 190—1100 íì)
(ïðîèçâîäèòåëü ÇÀÎ «Ñïåêòðîñêîïè÷åñêèå ñèñòåìû», ÐÔ) ñ ïðîãðàììíûì
îáåñïå÷åíèåì óïðàâëåíèÿ è êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà
«UV-VIS analyst».

Ïîëó÷åíèå ýêñòðàêòîâ

Òðàäèöèîííóþ âîäíî-ñïèðòîâóþ ýêñòðàêöèþ ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îá-
ðàçîì. Ê 1,0 ã èçìåëü÷åííûõ äî 0,5—3 ìì ËÎ äîáàâëÿëè 15 ìë 70 %-íîãî
ýòèëîâîãî ñïèðòà è êèïÿòèëè â êîëáå ñ îáðàòíûì õîëîäèëüíèêîì íà âîäÿ-
íîé áàíå â òå÷åíèå 90 ìèí (òåìïåðàòóðà áàíè 82 Ñ). Ïîñëå îòäåëåíèÿ ðàñòâî-
ðà ìåòîäîì äåêàíòàöèè â ìåðíûé öèëèíäð åìêîñòüþ 100 ìë, ê îñòàòêó ËÎ â
êîëáå äîáàâëÿëè ñâåæóþ ïîðöèþ 15 ìë 70 %-íîãî ýòèëîâîãî ñïèðòà è ïî-
âòîðíî êèïÿòèëè â òå÷åíèå 90 ìèí. Ïðîöåäóðó ñëèâà ðàñòâîðà è êèïÿ÷åíèÿ
ïîâòîðÿëè åùå ðàç (âñåãî ïðîöåäóðó êèïÿ÷åíèÿ ïðîâîäèëè 3 ðàçà). Ïîñëå
ýòîãî ñîäåðæèìîå êîëáû êîëè÷åñòâåííî ïåðåíîñèëè íà áóìàæíûé ôèëüòð è
ïðîìûâàëè îñòàòîê ËÎ íà ôèëüòðå 70 %-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì, ïðîìûâî÷-
íûé ðàñòâîð ñîåäèíÿëè ñ ýêñòðàêòîì èç êîëáû. Âñÿ ïðîöåäóðà ýêñòðàêöèè
ýòèì ñïîñîáîì çàíèìàåò 270 ìèí. Ñîáðàííûé â öèëèíäðå îáúåäèíåííûé
ôèëüòðàò àíàëèçèðîâàëè îïèñàííûìè íèæå ìåòîäàìè.

Ïîëó÷åíèå ýêñòðàêòîâ â ñðåäå ÑÁÂ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì èçãîòîâëåí-
íîãî â ëàáîðàòîðèè ðåàêòîðà (àâòîêëàâà) èç íåðæàâåþùåé ñòàëè ñ âíóòðåí-
íèì îáúåìîì 10 ìë [7]. Èçìåëü÷åííûå ËÎ (0,5 ã, ðàçìåð ÷àñòèö 0,5—3,0 ìì)
è 7 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ïîìåùàëè â àâòîêëàâ. Ïðè ýòîì îáåñïå÷èâàåòñÿ
íàëè÷èå ñâîáîäíîãî îò æèäêîñòè îáúåìà â ðåàêòîðå. Ïîýòîìó â òåìïåðàòóð-
íîì äèàïàçîíå îò 100 C äî êðèòè÷åñêîé òåìïåðàòóðû (374 C) ïàðöèàëüíîå
äàâëåíèå âîäÿíîãî ïàðà â ðåàêòîðå ñîîòâåòñòâóåò äàâëåíèþ íàñûùàþùåãî
ïàðà äëÿ äàííîé òåìïåðàòóðû. Òàê, íàïðèìåð, ïðè òåìïåðàòóðå 200 C äàâëå-
íèå íàñûùàþùåãî ïàðà âîäû ðàâíî 1,55 ÌÏà. Ðåàêòîð ãåðìåòè÷íî çàêðûâàëè,
óñòàíàâëèâàëè â ñóøèëüíûé øêàô è âûäåðæèâàëè ïðè çàäàííîé òåìïåðàòó-
ðå (â äèàïàçîíå îò 120 äî 220 C, òî÷íîñòü 1 C) â òå÷åíèå 30—60 ìèí. Ïîñëå
ýòîãî ðåàêòîð îõëàæäàëè (30 ìèí) äî êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû â ðåçåðâóàðå,
çàïîëíåííîì õîëîäíîé âîäîé. Ñîäåðæèìîå ðåàêòîðà êîëè÷åñòâåííî ïåðåíî-
ñèëè íà áóìàæíûé ôèëüòð è ïðîìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé (äî áåñ-
öâåòíûõ âîä).

Îïðåäåëåíèå ñóììû ïîëèôåíîëîâ
è ôëàâîíîèäîâ â ýêñòðàêòàõ ëèñòüåâ îëèâû

Îöåíêó ñîäåðæàíèÿ ôåíîëüíûõ ñîåäèíåíèé â èçáðàííûõ îáúåêòàõ ïðîâî-
äèëè ïî êîëîðèìåòðè÷åñêîìó ìåòîäó Ôîëèíà—×îêàëüòåó ñ èñïîëüçîâàíèåì
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â êà÷åñòâå ïîëèôåíîëüíûõ ñòàíäàðòîâ ðàñòâîðîâ ãàëëîâîé êèñëîòû è ðóòèíà
[24, 25]. Ìåòîä èñïîëüçóåòñÿ äëÿ óñëîâíîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ
ôåíîëîâ, êîòîðûå ëåãêî îêèñëÿþòñÿ îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè ðåàêòèâà
Ôîëèíà—×îêàëüòåó — ãåòåðîïîëèñîåäèíåíèÿìè, ñîäåðæàùèìè ìîëèáäåí(VI)
èëè âîëüôðàì(VI), êîòîðûå â âîññòàíîâëåííîì ñîñòîÿíèè M(V) èìåþò ìàê-
ñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðè 700—750 íì [26, 27].

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà ãàëëîâîé êèñëîòû (0,06 ìã/ìë)
25 ìë ýòàíîëà ðàçáàâëÿëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé äî îáúåìà 200 ìë è äî-
áàâëÿëè êîíöåíòðèðîâàííóþ ñîëÿíóþ êèñëîòó äî pH  3,25. Ïîëó÷åííûé ðà-
ñòâîð ïåðåíîñèëè â ìåðíóþ êîëáó îáúåìîì 250 ìë, ðàñòâîðÿëè â íåì 15 ìã
ãàëëîâîé êèñëîòû è äîâîäèëè äî ìåòêè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé.

Èñõîäíûé ðàñòâîð ðóòèíà (1,22 ìã/ìë) ãîòîâèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì:
61,1 ìã ðóòèíà ðàñòâîðÿëè â 25 ìë 80 %-ãî ýòèëîâîãî ñïèðòà â ìåðíîé êîëáå
âìåñòèìîñòüþ 50 ìë. Êîëáó ñ ðàñòâîðîì ïîìåùàëè â óëüòðàçâóêîâóþ áàíþ
(«Ñàïôèð», Ðîññèÿ) íà 10—15 ñ, ïîñëå ÷åãî ïåðåìåøèâàëè ñ ïîìîùüþ ëàáî-
ðàòîðíîãî øåéêåðà (BIOSAN, Ëàòâèÿ). Ïîñëå ïîëíîãî ðàñòâîðåíèÿ ðóòèíà
äîâîäèëè îáúåì ðàñòâîðà òåì æå ðàñòâîðèòåëåì äî ìåòêè è ïåðåìåøèâàëè.
Çàòåì ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ðàçáàâëÿëè â 10 ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
ïîëó÷àëè ñòàíäàðòíûé ðàñòâîð ðóòèíà ñ êîíöåíòðàöèåé 0,12 ìã/ìë, èñïîëü-
çóåìûé äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íîé êðèâîé.

Ðàñòâîð êàðáîíàòà íàòðèÿ (200 ã/ë) ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì 100 ã áåçâîä-
íîé ñîëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è äîâåäåíèåì îáúåìà äî 500 ìë.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ êðèâûõ ïî ìåòîäèêå [24] ãîòîâèëè ñåðèþ
ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ îò 0,25 äî 2,5 ìë ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà ãàëëîâîé êèñ-
ëîòû èëè ðóòèíà, 0,25 ìë ðåàêòèâà Ôîëèíà—×îêàëüòåó è 2,5 ìë ðàñòâîðà
êàðáîíàòà íàòðèÿ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñóììû ïîëèôåíîëîâ ãîòîâèëè àíàëîãè÷íûå ñìåñè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïîëó÷åííûõ ýêñòðàêòîâ ËÎ âìåñòî ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ.

Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ îïðåäåëÿëè ïðè äëèíå âîëíû 750 íì
÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñìåøåíèÿ âñåõ êîìïîíåíòîâ â êþâåòå ñ îïòè÷åñêîé äëè-
íîé 10 ìì; â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîãî ðàñòâîðà èñïîëüçîâàëè àíàëîãè÷íûå
ñìåñè, â êîòîðûõ âìåñòî ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ èëè ýêñòðàêòîâ ËÎ äîáàâëÿëè
2,5 ìë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Âñå èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â îáëàñòè ëèíåé-
íîé çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè ãàëëîâîé êèñëîòû
èëè ðóòèíà, ñîîòâåòñòâåííî.

Ñóììó ôëàâîíîèäîâ â ýêñòðàêòàõ ËÎ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïðÿìîé ñïåêòðî-
ôîòîìåòðèè [25] íà äëèíå âîëíû 362 íì (÷òî áëèçêî ê 356 íì — äëèíå âîëíû
ìàêñèìàëüíîãî ïîãëîùåíèÿ ðóòèíà â ðàñòâîðå [28]) â îáëàñòè ïðîïîðöèî-
íàëüíîé çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè ðóòèíà.

Îïðåäåëåíèå àíòèõîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè (in vitro) èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä Ýëëìàíà [23] ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè, îïèñàííûìè
â ðàáîòå [16]. Ðàáî÷èé ðàñòâîð ôåðìåíòà (2 åä./ìë) ãîòîâèëè â ôîñôàòíîì
áóôåðå ñ pH  7,0. Äëÿ ñòàáèëèçàöèè ðàñòâîðîâ ôåðìåíòà è ðåàêòèâîâ èñïîëü-
çîâàëè ôîñôàòíûå áóôåðû ñ pH  7,0 è pH  7,4 (0,1 Ì). Ðàáî÷èå ðàñòâîðû
ÄÒÍÁ (0,25 ìÌ) è àöåòèëòèîõîëèíà èîäèäà (1,88 ìÌ) ãîòîâèëè â ôîñôàò-
íîì áóôåðå ñ pH  7,4. Îñíîâíûå ðàñòâîðû ýêñòðàêòîâ ëèñòüåâ îëèâû ãîòîâè-
ëè â 50 %-íîì ýòàíîëå. Ðåàêöèîííóþ ñèñòåìó ãîòîâèëè ïðè 25 Ñ èç 0,6 ìë
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ðàñòâîðà ýêñòðàêòà, 0,36 ìë ñóáñòðàòà ÀÒÕè (1,88 ìÌ) è 1,44 ìë ðåàãåíòà
Ýëëìàíà—ÄÒÍÁ (0,25 ìÌ).

Ðåàêöèþ èíèöèèðîâàëè äîáàâëåíèåì 0,12 ìë ðàñòâîðà ôåðìåíòà ÀÕÝ
(2 åä./ìë) ïîñëå 5 ìèí èíêóáàöèè. Ðàñòâîð äëÿ õîëîñòîé ïðîáû (êîíòðîëÿ)
ñîñòîÿë èç âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ âåùåñòâ, êðîìå èíãèáèòîðà (ðàñòâîð ýêñòðàê-
òà), âìåñòî êîòîðîãî äîáàâëÿëè ðàñòâîð ôîñôàòíîãî áóôåðà. Ñìåñü ïåðåìåøè-
âàëè è èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü íà äëèíå âîëíû 412 íì ÷åðåç ïðîìå-
æóòêè â 1 ìèí â òå÷åíèå 6 ìèí îò íà÷àëà ðåàêöèè (ïîñëå äîáàâëåíèÿ ôåðìåíòà).
Ãèäðîëèç ÀÒÕè êîíòðîëèðîâàëè ïî âîçíèêíîâåíèþ æåëòîãî îêðàøèâàíèÿ
çà ñ÷åò îáðàçîâàíèÿ àíèîíà 5-òèî-2-íèòðîáåíçîàòà â ðåçóëüòàòå ðåàêöèè ÄÒÍÁ
ñ òèîõîëèíàìè, êàòàëèçèðóåìîé ÀÕÝ. Èçìåðåíèÿ è ðàñ÷åòû ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ UV-VIS analyst. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëå-
íû êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå ìåæäó ïîêàçàíèÿìè òðåõ ïàðàëëåëüíûõ àíàëèçîâ.
Àêòèâíîñòü èíãèáèòîðà õàðàêòåðèçóåòñÿ âåëè÷èíîé ïðîöåíòà èíãèáèðîâà-
íèÿ, êîòîðûé ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå:

Èíãèáèðîâàíèå, %  [1  A412/A
0
412] 100,

ãäå A412 — ïîãëîùåíèå îïûòíîé ïðîáû íà äëèíå âîëíû 412 íì; A0
412 — ïîãëî-

ùåíèå êîíòðîëüíîãî ðàñòâîðà íà äëèíå âîëíû 412 íì.
Ïî ðåçóëüòàòàì ðàññ÷èòûâàëè çíà÷åíèÿ IC50 (êîíöåíòðàöèè ýêñòðàêòîâ

ËÎ, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê 50 %-íîìó èíãèáèðîâàíèþ àêòèâíîñòè ÀÕÝ), êîòî-
ðûå èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ è ñðàâíåíèÿ èíãèáèðóþùåé àêòèâíî-
ñòè ýêñòðàêòîâ.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÈÕ ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Â òàáëèöå ïðèâåäåíû äàííûå î êîíöåíòðàöèÿõ öåëåâûõ ñîåäèíåíèé (ïîëè-
ôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ) â ïåðåñ÷åòå íà ãàëëîâóþ êèñëîòó è ðóòèí â ýêñòðàêòàõ
ËÎ, ïîëó÷åííûõ êàê òðàäèöèîííûì ìåòîäîì âîäíî-ñïèðòîâîé ýêñòðàêöèè,
òàê è ñ èñïîëüçîâàíèåì ÑÁÂ ïðè 120, 180 è 220 Ñ.

Ïðèâåäåííûå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ñóììà ïîëèôåíîëîâ â ýêâèâàëåíòå
ãàëëîâîé êèñëîòû (ÝÃÊ) â ýêñòðàêòå ËÎ, ïîëó÷åííîì â ñðåäå ÑÁÂ ïðè 220 Ñ
(70,4 ìã ÝÃÊ/ã ñûðüÿ), âûøå, ÷åì â ýêñòðàêòå, ïîëó÷åííîì òðàäèöèîííûì
ñïîñîáîì (42,6 ìã ÝÃÊ/ã ñûðüÿ). Àíàëîãè÷íàÿ çàâèñèìîñòü íàáëþäàåòñÿ è äëÿ
ñóìì ïîëèôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ â ïåðåñ÷åòå íà ðóòèí. Ïîëèôåíîëîâ (â
ïåðåñ÷åòå íà ýêâèâàëåíò ðóòèíà — ÝÐ) áîëüøå âñåãî ñîäåðæèòñÿ â ýêñòðàêòå

Òàáëèöà

Ñîäåðæàíèå ïîëèôåíîëîâ â ýêâèâàëåíòå ãàëëîâîé êèñëîòû (ÝÃÊ) è ôëàâîíîèäîâ
â ýêâèâàëåíòå ðóòèíà (ÝÐ) â ýêñòðàêòàõ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ —

òðàäèöèîííîé (âîäíî-ñïèðòîâîé) è ñóáêðèòè÷åñêîé âîäíîé (ÑÁÂ) ýêñòðàêöèè

Ìåòîä ýêñòðàêöèè
Ñóììà ïîëèôåíîëîâ ïî ãàëëîâîé Ñóììà ôëàâîíîèäîâ ïî ðóòèíó,

êèñëîòå, ìã ÝÃÊ/ã ìã ÝÐ/ã

Âîäíî-ñïèðòîâàÿ 42,6 33,0

ÑÁÂ, 120 Ñ 32,7 25,4

ÑÁÂ, 180 Ñ 41,8 29,7

ÑÁÂ, 220 Ñ 70,4 65,2
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ËÎ, ïîëó÷åííîì â ñðåäå ÑÁÂ ïðè 220 Ñ — 160,7 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ, òîãäà êàê â
ýêñòðàêòå, ïîëó÷åííîì òðàäèöèîííûì ñïîñîáîì — 98,4 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ. Àíà-
ëîãè÷íî, ôëàâîíîèäîâ áîëüøå âñåãî ñîäåðæèòñÿ â ýêñòðàêòå ËÎ, ïîëó÷åííîì
â ñðåäå ÑÁÂ ïðè 220 Ñ — 65,2 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ, òîãäà êàê â ýêñòðàêòå, ïîëó÷åí-
íîì òðàäèöèîííûì ñïîñîáîì — 33,0 ìã ÝÐ/ã ñûðüÿ.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ ïîëèôåíîëîâ äåìîíñòðèðóþò ïðå-
èìóùåñòâà ýêñòðàêöèè â ñðåäå ÑÁÂ ïðè ïîëó÷åíèè ýêñòðàêòîâ ËÎ, îáîãàùåí-
íûõ ïîëèôåíîëàìè è ôëàâîíîèäàìè.

Íà îñíîâàíèè êðèâûõ çàâèñèìîñòè «äîçà—îòâåò» îïðåäåëåíî çíà÷åíèå
èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòè ÀÕÝ (IC50) äëÿ ýêñòðàêòà ËÎ, ïîëó÷åííîãî òðà-
äèöèîííûì ñïîñîáîì (IC503,6 ìã/ìë). Çíà÷åíèÿ èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñ-
òè ÀÕÝ, âûðàæåííûå êàê IC50 äëÿ ïîëó÷åííûõ ÑÁÂ-ýêñòðàêòîâ, ñîñòàâèëè:
IC50 2,9 ìã/ìë (120 C); IC50 0,8 ìã/ìë (180 C); IC50 0,4 ìã/ìë (220 C),
ñîîòâåòñòâåííî.

Íà ðèñóíêå ïðåäñòàâëåíû äàííûå îá àíòèõîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòè â
âèäå çíà÷åíèé ïîêàçàòåëÿ IC50 (ìã/ìë) ïîëó÷åííûõ ýêñòðàêòîâ ËÎ. Êàê âèä-
íî èç ýòîãî ðèñóíêà, íàèìåíåå àêòèâíûì â îòíîøåíèè ôåðìåíòà ÀÕÝ (÷òî
ñîîòâåòñòâóåò íàèáîëüøåìó çíà÷åíèþ IC50) îêàçàëñÿ ýêñòðàêò, ïîëó÷åííûé
òðàäèöèîííîé âîäíî-ñïèðòîâîé ýêñòðàêöèåé (IC50 3,6 ìã/ìë). Ïðè èñïîëüçî-
âàíèè â êà÷åñòâå ýêñòðàãåíòà ÑÁÂ çíà÷åíèÿ IC50 ñíèæàþòñÿ ñ 2,9 äî 0,4 ìã/ìë
ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû ýêñòðàêöèè ñî 120 äî 220 C, ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, ìèíèìàëüíîå çíà÷åíèå IC50 è, ñëåäîâàòåëüíî, ìàêñèìàëü-
íóþ àíòè-ÀÕÝ-àêòèâíîñòü (in vitro) äåìîíñòðèðóåò ýêñòðàêò ËÎ, ïîëó÷åí-
íûé â ñðåäå ÑÁÂ ïðè òåìïåðàòóðå 220 C. Ýòîò æå ýêñòðàêò ñîäåðæèò íàèáîëü-
øåå êîëè÷åñòâî ïîëèôåíîëîâ è ôëàâîíîèäîâ.

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óâåëè÷åíèå àíòè-ÀÕÝ-àêòèâíîñòè ýêñòðàêòîâ
ñ ðîñòîì òåìïåðàòóðû ýêñòðàêöèè ÑÁÂ îïðåäåëÿåòñÿ èçìåíåíèÿìè åå ôèçè-
êî-õèìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê, ïðèâîäÿùèõ ê óâåëè÷åíèþ ðàñòâîðèìîñòè ðà-
ñòèòåëüíûõ ìåòàáîëèòîâ, à òàêæå ïðåâðàùåíèåì èñõîäíûõ ïîëèôåíîëîâ, ñî-
äåðæàùèõñÿ â ËÎ. Íåäàâíî ïîêàçàíî, ÷òî â ñðåäå ÑÁÂ ïðè 180—220 Ñ ðóòèí
ãèäðîëèçóåòñÿ äî êâåðöåòèíà [17—20, 29]. Ðàíåå ïîêàçàíî [16, 30], ÷òî êâåðöåòèí
áîëåå àêòèâåí â îòíîøåíèè ôåðìåíòà ÀÕÝ, ÷åì åãî ãëèêîçèä ðóòèí, ïðèñóòñòâó-
þùèé â èñõîäíûõ ËÎ. Ïîñëåäíåå îáñòîÿòåëüñòâî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü,

Ðèñóíîê. Çíà÷åíèÿ IC50 (ìã/ìë) ýêñòðàêòîâ ËÎ, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ
ìåòîäîâ ýêñòðàêöèè: òðàäèöèîííîé ýêñòðàêöèè âîäíî-ñïèðòîâûì ðàñòâîðèòåëåì; â ñðåäå

ñóáêðèòè÷åñêîé âîäû (ÑÁÂ) ïðè 120, 180 è 220 Ñ
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÷òî â ÑÁÂ-ýêñòðàêòàõ (180 è 220 Ñ) èç ËÎ (Olea europaea L.), èìåííî îáðàçóþ-
ùèåñÿ â ðåçóëüòàòå ãèäðîëèçà àãëèêîíû ìíîãî÷èñëåííûõ ãëèêîçèäîâ ôëàâî-
íîèäîâ (ðóòèíà, ëþòåîëèí-7-ãëþêîçèäà, àïèãåíèí-7-ãëþêîçèäà, äèîñìåòèí-
7-ãëþêîçèäà) îïðåäåëÿþò óâåëè÷åíèå àíòè-ÀÕÝ-àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ
âûñîêîòåìïåðàòóðíûõ ÑÁÂ-ýêñòðàêòîâ.

Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáîòå ÑÁÂ âïåðâûå èñïîëüçîâàíà äëÿ ïîëó÷åíèÿ
ýêñòðàêòîâ èç ìíîãîòîííàæíûõ îòõîäîâ ïðîèçâîäñòâà îëèâêîâîãî ìàñëà —
ëèñòüåâ îëèâû (Olea europaea L.), îáîãàùåííûõ ïîëèôåíîëàìè è ôëàâîíîèäà-
ìè è îáëàäàþùèõ àíòè-àöåòèëõîëèíýñòåðàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò ïåðñïåêòèâíîñòü äàííîãî ñïîñîáà. Íà îñíîâå òà-
êèõ ýêñòðàêòîâ ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïðåïàðàòû äëÿ ðåãóëèðîâàíèÿ îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà è íåéðîïðîòåêöèè ïðè ìíîãèõ íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ çàáî-
ëåâàíèÿõ, â òîì ÷èñëå áîëåçíè Àëüöãåéìåðà.
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The content of secondary plant metabolites (the sum of polyphenolic compounds and
flavonoids) obtained by subcritical water (SubCW) and traditional extraction by water-
alcoholic mixture from olive (Olea europaea) leaves was studied, and their
acetylcholinesterase (anti-AChE) activity was determined and characterized by the IC50

value — the concentration of olive leaf extracts, which leads to 50 % inhibition of the
activity of the acetylcholinesterase (AChE) enzyme. It was shown that the content of
polyphenolic compounds and anti-AChE activity of extracts depend on the used
extraction method. The SubCW extract obtained at 220 C contains the maximum
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amount of polyphenolic compounds and demonstrates the highest anti-AChE activity
(IC50  0.4 mg/ml). The least active in relation to the inhibition of the AChE enzyme
was found to be the extract obtained by traditional aqueous-alcoholic extraction
(IC50  3.6 mg/ml). The results obtained show the promise of using subcritical water
to obtain extracts with a high content of polyphenols for the development of
pharmaceutical products and food additives for the prevention and treatment of various
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, from the waste of olive oil
production (olive leaves).

K e y w o r d s: subcritical water, extraction, olive leaves (Olea europaea L.), polyphenols,
anti-acetylcholinesterase activity, Ellman’s method, Alzheimer’s disease.
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