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Antioxidant Effect of Assai Palm Methanolic Extract
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Abstract

The methanolic product of assai(Euterpe oleracea Mart) scavenged the intracellular reactive  oxygen species (ROS) 
and 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH) radical, and prevented lipid peroxidation. The radical-scavenging activity 
of assai palm methanolic extract protected the viability of peritoneal macrophage cells exposed to hydrogen 
peroxide(H2O2). Furthermore, the extract reduced the apoptotic-cell formation induced by H2O2, as demonstrated 
by the decrease in the number of hypodiploid cells and in the apoptotic-cell body formation. These results indicate 
that assai palm methanolic extract has radical-scavenging activity and ameliorates H2O2-induced cytotoxicity. 
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서 론
1)

인체는 생명 유지에 필요한 에너지를 얻는 호흡과정을

통해 끊임없이 산소를 필요로 하며 호흡과정에서 흡입한

산소 중 일부(약 2∼3%)는 활성 산소라는 유독한 물질로

전환되어 세포에 손상을 일으키는 것으로 알려져 있다(1).

이러한 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 체내

효소계, 환원대사, 물리적 또는 환경적 요인 등에 의해 끊임

없이 생성되고 있는 일중항산소 (1O2)나 superoxide (O2),

hydroxyl radical (OH)과 같은 짝짓지 않은 상태의 free

radical과 과산화수소(H2O2) 등으로 이들은 분자 구조적으

로 매우 불안정하기 때문에 고분자의 세포성분들을 공격하

여 산화적 손상들을 유발시킨다(2). 산화적 스트레스에 의

한 ROS의 생성은 간섬유화(3), 당뇨병(4) 등의 여러 가지

질환의 원인이 될 수 있으며, 특히 free radical (NO, OH,

O2)은 분자상 산소가 활성산소로 변하여 다른 분자들과
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반응하면서 생성되어 노화, 염증, 발암, 동맥경화(5)와 직접

관련이 있는 것으로 알려져 있다. 불포화 지방산이 풍부한

세포막은 생성된 free radical에 의해서 지질과산화의 표적

이 되어 세포 소기관들이 정상적인 구조 및 기능을 잃게

되며, 국소적인 손상은 물론 malonaldehyde와 같은 지질과

산화 분해산물이 생성된 부위에서 멀리 떨어진 부위로 이동

하여 세포손상을 일으키게 된다(6). 최근 성인병 질환과

노화의 원인이 활성산소종에 기인된 것이라는 학설이 인정

됨에 따라, 산소로부터 유래된 활성산소종을 조절하거나

제거할 수 있는 물질로 알려진 항산화제들의 개발 연구가

활발히 진행되고 있으며 결과적으로 많은 새로운 항산화제

들이 보고되어져 있다(7,8). 그러나 BHA와 BHT등의 합성

항산화제는 산화력이 뛰어나 상업용 식품 및 의약품 등에

가장 많이 이용되고 있는 페놀계 항산화제이나 이들은 변이

원성 및 독성의 유해성이 지적되고 있어(9), 그 사용이 점차

감소하고 있는 추세이다. 이러한 상황에서 대체 가능한 천

연항산화제의 수요가 크게 증가하고 있으며, 그 연구들의

일환으로 새로운 식품소재로서 연구가 진행되고 있는 것이

assai (Euterpe oleracea Mart)열매이다. Assai는 브라질이
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원산지이고 아마존지역에서 재배되며, 관상용으로 쓰이며

가지가 많고 높이가 25 cm에 이른다. Assai열매는 가지에서

3∼8개 열리며, 7∼12월에 수확한다. 현재 assai열매는 와인,

과일쥬스, 요쿠르트, 아이스크림, 당과류, 술 등의 넓은 영

역에서 기능성 식품소재로 활용되고 있다. Assai열매에는

olive oil과 같이 oleic acid, β-sitosterol, tocopherol, tocotrienol

및 proanthocyanidin함량이 높은 것으로 보고되었다(10-12).

아울러, assai열매에는 polyphenol 화합물이 풍부하게 함유

되어 있어, 뚜렷한 활성산소소거능에 의한 산화억제제의

기능을 확인할 수 있었다(13,14). 따라서, 본 연구에서는

assai열매추출물의 항산화성 효능분석을 통하여, 천연 항산

화 식품소재로서 assai열매추출물을 활용하여 건강기능성

식품개발을 위한 기초 자료를 획득하였기에 이에 보고하고

자 한다.

재료 및 방법

실험재료

Assai (Euterpe oleracea Mart)열매는 2009년 12월, 브라

질 Santa Catarina주 Jaragua do Sul시에 위치하고 있는 Duas

Rodas회사 농장에서 채취한 것을 공급받아 실험재료로 사

용하였다. Assai 열매추출물은 다음과 같은 방법에 의하여

조제하였다. 즉, 상온에서 풍건한 assai열매를 60-80 mesh로

마쇄한 것을 3배량의 methanol로 3일간 추출한 후, 30℃에

서 회전식 진공농축기(Buchi Rotavapor R-210/215, Germany)

로 용매를 제거하여 얻어진 분말을 본 실험의 assai열매추출

물 시료로 사용하였다.

일반성분

Assai열매추출물의 일반성분은 AOAC법(15)에 의해 분

석하였다. 즉, 수분함량은 상압가열건조법으로 105℃에서

상압 건조시켜 그 감소된 양을 수분함량으로 측정하였다.

조회분은 550℃ 회화법으로 시료 2 g을 정확히 취하여 가열

(550℃), 방냉, 칭량을 반복하여 항량을 구한 후 남아 있는

재의 중량을 계산하여 조회분의 함량을 구하였다. 조단백

질은 마이크로켈달법으로 측정하였으며, 질소계수 6.25를

사용하여 환산하였다. 조지방은 속시렛법으로 추출하였다.

가용성무질소물(Nitrogen Free Extracts, NFE)은 100에서 수

분, 조회분, 조지방, 조단백질을 감하여 계산하였다. 각 실

험은 3회 반복하여 얻은 평균값을 사용하였다.

DPPH radical 소거작용 측정

시료 10 µL에 10 mM DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

용액 30 µL를 가하여 10초간 진탕후 30분간 정치시킨 후

증류수와 toluene을각각 1 mL씩첨가후 진탕시켜 10∼30분

간 방치하고 517 nm에서 시료를 가하지 않은 대조군에

대한 흡광도 감소를 수소공여능 활성으로 나타내었다

(16,17).

지질과산화 함량 측정

흰쥐의 뇌 100 mg을 적출 후 10 mL의 Tris-HCl buffer에

넣은 후 homogenization 시켰다. 이 수용액을 12,000 rpm에

서 20분간 centrifuge 시킨 후, 상등액 300 µL을 취하였다.

그 상등액에 FeSO4와 ascorbic acid를각각 10 µM, 0.1 mM을

넣은 다음 시료를 농도별로 넣은 후 37℃ water bath에서

1 시간 동안 반응시켰다. 반응 후 동량의 TCA를 처리하여

반응을 멈추고, 이물질을 침전시킨 후 2-thiobarbituric acid

(TBA)를 500 µL넣어과산화물의분해생성물인malondialdehyde

와 TBA가 반응하도록 100℃에서 20분간 가열 반응시켜

TBA 반응산물(TBA reactive substance)을 532 nm에서 흡광

도를 측정하였다(18).

세포배양

마우스를 경추 탈골시킨 후, HBSS (Hanks balanced salt

solution)를 복강주사하여 대식세포를 뽑아낸 다음 56℃에

서 30분간 열처리한 fetal bovine serum (FBS)을 10% 첨가한

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640배지에 100

units/mL의 penicillin/streptomycin을 넣어 대식세포를 분리

사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

활성산소종(Reactive Oxygen Species: ROS)측정

반응성 유해산소종의 양은형광인지물질인 2',7'-dichlorof-

luorecein diacetate (DCFH-DA)를 well당 25µM로 처리하여

15분간 배양한 후, assai열매추출물과 세포내 생성된 산소

라디칼(ROS)에 의해 산화되어 deacetylatin 되면서 생성되

는 DCF가 형광을 내는 물질로 전환되는 반응 즉, 지용성의

DCFH-DA가 esterase 또는 산화적 가수분해를 받아 비형광

성인 DCFH로 탈아세틸화되며, DCFH는 활성산소에 의해

산화되어 강한 형광을 나타내는 2',7'- dichlorofluorecein

(DCF)로 되는 것을 이용하여, 여기파장 482 nm, 방출파장

530 nm에서 형광도를 측정하였다(19).

Lactate dehydrogenase (LDH) 효소 활성 측정

동물 세포에 200 uM의 H2O2를 assai 시료와 vitamin E를

처리한 시료에 동시 처리한 후 24 시간동안 세포를 배양하

고, 배양된 세포의 배지를 이용하여 LDH의 활성을 측정하

였다(20). LDH 효소의 활성 측정에는 아산제약에서 제공하

는 LDH 효소활성 측정 kit를 사용하였다.

MTT Assay를 이용한 세포독성 측정

실험에 이용되는 세포를 배양한 후 MTT labeling mixture

를 각 well당 10 µL씩(최종 농도 0.5 mg/mL)4시간 처리한후

550 nm 파장에서 흡광도를 이용하여 assai열매추출물 자체
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의 독성을 조사하였다(21).

결과 및 고찰

Assai 열매추출물의 일반성분 분석

Assai 열매추출물에 대한 일반성분을 분석한 결과는

Table 1과 같다. 즉, Table 1에서 보는바와 같이, 수분함량은

5.84±0.21%, 조단백질 함량이 0.89±0.01%이고, 조지방 함

량은 0.28±0.03%이고, 조회분함량은 1.34±0.24%, 조섬유

소함량은 0.43±0.135%이고 무질소물 함량은 92%의 결과

를 보였으며, 이 결과는 기존 분석결과(10,11)와 유사한 것

으로 나타났다.

Table 1. Proximate composition of assai palm methanolic extract
in powder

(% w/w)

Moistrure Crude protein Crude fat Crude ash Crude fiber NFE
1)

5.84±0.21
2)

0.89±0.01 0.28±0.03 1.34±0.24 0.43±0.135 92
1)
Nitrogen free extracts

2)
Mean ± SD

Assai열매추출물의 DPPH 소거활성

Assai열매추출물의 항산화효과를 알아보기 위해 DPPH

를 이용한 자유 라디칼 소거능 실험을 수행하였다. Fig.

1에 나타낸 것처럼 10 µg/mL에서는 1.8%, 50 µg/mL에서는

1.4%, 100 µg/mL에서는 1.2%, 200 µg/mL에서는 0.8%로

assai열매추출물의 처리농도가 증가할수록 실험시약

DPPH의 탈색도가 심화되어 항산화도가 증가함을 알 수

있었다. 이러한 결과는 assai열매추출물을 섭취시킨 실험쥐

Fig. 1. Effect of assai methanolic extract on the radical scavenging
activity by DPPH.

Assai fruits extract was mixed with DPPH (10 mM, 30 μL) in methanol (3 mL).The
reaction mixtures were then colored by the addition of toluene, and read at 517 nm
against a blank without antocyanin. The degree of DPPH bleaching is expressed as
a percentage in relation to the absorbance of the control. Each value represents the
mean of three independent experiments, performed in triplicat(AA : Ascorbic acid).
*p < 0.05, significantly different from the control.

의 산화적 stress조절이나 혈청내 지질의 항산화성에서도

일치하는 것으로 확인되었다(22).

Assai추출물의 지질과산화 억제능

쥐의 뇌를 이용한 항산화 효과를 지질과산화 방법을 통

해 측정한 결과 FeCl2 등에 유발되어진 지질의 과산화 정도

가 assai추출물을 10, 50, 100 및 200 µg/mL로 처리하였을때

assai의 농도에 따라 1.8%, 1.5%, 1.2%, 1.1%의 지질과산화

력이 크게 감소함을 보였다(Fig. 2). 이러한 결과로 assai열

매추출물의 항산화효과를 다시 한번 확인 할 수 있었다.

Fig. 2. Effect of assai methanolic extract on the inhibition of lipid
oxidation in the brain extra.

Assai fruits extract(10, 50, 100, 200 ug/mL) was mixed with brain extra(100 mg) in
PBS 1ml with FeCl2. Each value represents the mean of three independent experiments,
performed in triplicate (AA : Ascorbic acid). *p < 0.05, significantly

Assai추출액의 활성산소 소거활성

살아있는 세포에서의 항산화능을 측정하기 위하여

DCFH-DA를 이용한 ROS를 측정하였다. O2, H2O2 를 포함

하는 ROS는 생체내에서 지속적으로 생성되지만 적절하게

제어되지 않으면 축적되어서 단백질, 지질, 핵산 등에 손상

을 야기하고(23,24), 또한 노화과정에 중요한 역할을 한다.

이들 활성 산소에 의한 지질과산화 결과 생성되는 지질과산

화물을비롯하여 여러 체내 과산화물도세포에 대한 산화적

파괴로 인한 각종 기능장애를 야기하며(25), 활성산소종이

정상적으로 소거되지 않았을때 잔존하는 자유 라디칼에

의해 산화적 스트레스를 받게 됨으로써다른 질병의 원인이

되기도 하고, 식품에서도 부패와 독성물질 생성 등으로 유

해한 작용을 하는 것으로 알려져 있다(26). 실험결과, Fig.

3에서 보는 바와 같이, assai열매추출물의첨가 농도가 증가

할수록 ROS활성이 낮아지는 경향을 보이고 있어, Chin 등

의 연구결과(27)와 일치하며, assai열매추출물 자체가 항산

화 효과를 나타내어 활성에 영향을 미치는 것으로 간주되

며, 이러한 결과로 미루어, assai열매추출물은 노화방지 및

피부 노화 방지 화장품소재로서의 기능성도 보여진다고

사료된다.
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Fig. 3. Effect of assai methanolic extract on the intracellular ROS
formation induced by H2O2.

The cultured Macrophages were treated with 25 M of dichlorodihydrofluorescein diacetate
for 20 min and the medium was replaced by fresh medium containing H2O2 (300 uM)
and antocyanine (10, 50, 100, 200 ug/mL). After 10 min of treatment, the intracellular
reactive oxygen species were measured by monitoring the fluorescence increases for
30 min. Each value represents the mean of three independent experiments, performed
in triplicate (AA : Ascorbic acid). *p < 0.05, significantly different from the t-BHP-treated
cells.

LDH 효소 활성 측정

대식세포의 일차배양을 통한 산화적 자극에 의한 세포

보호를 측정하기 위하여 세포 배양 여액에 세포 손상에

의해 분비되는 LDH의 효소 활성을 측정하였다. 24시간동

안 H2O2와 동시 처리한 세포의 배양액에 분비된 LDH의

효소의 활성을 측정한 결과, 분비되는 효소의 활성이 assai

추출물의처리량에 농도의존적으로 감소하는 것을 확인할

수 있었으며, 특히, assai추출물의 농도가 100 μg/mL이상이

었을 때 감소하는 비율이 뚜렷하였다. 이러한 결과로 assai

추출물이 항산화 효과를 보이며, ROS의 결과에서 보는 바

와 같이 세포에서 항산화 효과를 보여 세포 막의 손상을

방지하고, LDH 효소가 유리되는 것을 억제하는 것으로

확인되었다.

Fig. 4. Effect of assai extract on H2O2-mediated cytotoxicity in
peritoenral macrophages.

The cells (1x 105 cells/ mL) were treated with various concentration of assai extract
and the cell were tested for viability by assay 24 h after the treatment of assai extract
(AA : Ascorbic acid). The value represented the mean±S.E.M. from four independent
experiments.

Assai의 세포독성

대식세포의 일차배양을 통해 산화적 자극물질인 H2O2를

이용한 세포독성에 실험을 수행하였다. 산화적 자극에 의

해 유발된 세포독성에 대한 assai의 보호효과를 확인한 결과

DPPH와 ROS측정에 의해 유의한 효과를 나타내는 농도에

서 산화적 자극에 의해 유발된 세포독성이 농도의존적으로

감소하는 것을 확인할 수 있었으며, ascorbic acid는 H2O2에

의해야기되는 세포독성을 억제해 주는 효과가 10%로 우수

하게 나타났고, assai추출액 역시 첨가농도가 커질수록 억

제효과가 증가하였으며, 200 μg/mL의 고농도에서 27%의

세포손상방지효과가 크게 나타남을 확인힐 수 있었다.

Fig. 5. Effect of assai extract on H2O2-mediated cytotoxicity in
peritonerals macrophages.

The cells (1×105 cells/mL) were treated with various concentrations of antocyanine and
the cells were tested for viability by MTT assay 24h after the treatment of Bamboos
sap(AA : Ascorbic acid). The value represented the mean±SEM from four independent
experiments.

이상의 결과로부터 assai추출물이 안전하고 독성이 전혀

없는 천연항산화제로서 이용 가능성이 높다는 것을 알 수

있었다. 결론적으로 본 실험결과를 토대로, assai추출물이

DPPH, radical scavenging activity, 세포독성, ROS생성 및

지질과산화 생성억제를 유도할 수 있는 소재로 확인될 수

있어, 자원확보 차원에서 assai 열매수확 및 공급이 가능해

진다면 assai열메추출물은 뚜렷한 항산화성이 요구되는 천

연식품소재 및 화장품소재 등에 폭넓게 적용될 수 있다고

사료된다.

요 약

Assai 열매추출물의 자유 라디칼 소거능을 측정하기 위

하여 DPPH를 이용한 자유 라디칼소거능 실험을 수행하여

항산화 효과를 측정한 결과, assai열매추출물의 농도가 높

을수록 DPPH활성이 뛰어남을 알 수 있었고, ROS를 이용하

여 항산화 효과를 확인하였다. 배양된 대식세포에 assai열

매추출물을 농도별로 첨가한 결과, 농도가 높을수록 과산

화수소에 의해 유도된 산화적 자극이 감소하였다. 또한 세
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포 생존에 미치는 영향을 알고자 assai열매추출물을 농도별

로 첨가하여 24시간후 세포의 형태변화를 MTT assay로

실시한 결과, 산화적 자극에 의해 발생한 세포 손상이 assai

열매추출물의 농도가 높아질수록 감소하는 것이 확인되었

다. 따라서 assai열매추출물은 천연 항산화제로서의 가능성

을 보였다.
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