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요  약  본 연구는 인체에 무해하고 안정성이 높은 천연 항산화제를 개발하고자 그라비올라 잎을 열수 추출하여 항산화 활성
을 알아보았다. 총 폴리페놀 함량, 총 플라보노이드 함량, DPPH radica 소거능과 MTT assay 세포 독성 활성을 측정하였다. 
그 결과 그라비올라 잎 분말 300 g을 사용하여 98℃ 온도에서 열수 추출물 62.3 g을 얻었으며 그라비올라잎 1 mg/mL 추출물
내에 총 폴리페놀 함량은 291.92 ± 2.39 ㎍/mL과 총 플라보노이드 함량은 161 ± 7.85 ㎍/mL의 함량을 나타내었다. DPPH 
radical 소거능은 농도 1, 2.5, 5, 10 및 15 mg/mL에서 51.6%, 67.8%, 79%, 82.4% 및 83.9% 농도 의존적 소거능을 나타내었으
며 의미 있는 항산화 효과를 보였다. 인간 진피 섬유아세포 (Human Dermal Fibroblasts ; HDF)에 대한 세포 독성을 측정한 
결과, 150 mg/ml 농도에서 대조군과 같은 100%의 세포 생존율을 나타내었고 이보다 적은 농도에서는 더 높은 세포 생존율을 
나타내었다. 이상의 결과를 종합하면 그라비올라 잎 추출물은 천연 항산화제를 함유한 식품이나 화장품 성분 개발에 이용가
치가 있을 것으로 판단된다.

Abstract  This study examined the antioxidant activity of the water extract from graviola leaves to develop a harmless
and highly stable natural antioxidant. The total polyphenol content, total flavonoid content, DPPH radical scavenging
activity, and MTT assay activity were measured. As a result, 62.3 g of the water extract from graviola leaves was
obtained at 98℃ using 300 g of graviola leafpowder. The total polyphenol content was 291.97 + 2.39 ㎍/mL and 
the total flavnoid content was 161 ± 7.85 ㎍/mL in a 1 mg/mL water extract from graviola leaves. The DPPH radical
scavenging activity showed 51.6%, 67.8%, 79%, 82.4% and 83.9% at concentrations of 1, 2.5, 5, 10 and 15 mg/mL. 
Thisshows concentration-dependent scavenging activity and significant antioxidant activity. As a result of measuring 
the toxicity about HDF cells, a HDF cell survival rate of 100% was observedat a 150 mg /mL concentration, which
was the same as that of the control group and a higher cell survival rate at a lower concentration. Inconclusion, the
graviola leaf extract can be developed as a material of food or cosmetics containing natural antioxidants.
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1. 서론

그라비올라로 알려진 Annona muricata L.은 가시여
지(Soursop), 구아나바나(guanábana)로 알려져 있으며 
열대성 기후를 가진 나라에서 전형적으로 사용되는 종으

로 포포나무과(Annonacea)에 속하며 약 2300 종을 포함
하여 약 130 속이 미국, 아프리카, 아시아, 브라질 등지
에 널리 분포되어있다[1]. 전통적으로 암 및 다양한 질병
을 치료하는데 사용되어 왔고 열매는 발열, 출산 후 모유
를 증가시키고 설사, 이질, 지사작용 등 다양한 건강증진 
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효과를 위한 민간요법 재료로 이용되어 왔고 우수한 항

산화 특성을 가지고 있다고 보고되어 있다[2]. 
그라비올라 잎 추출물의 생리 활성 성분에는 alkaloids, 

terpenoids, anthraquinones, tannins, phenols, 
phytosterols 높은 양이 검출되었다.

cardiac glycosides, coumarins, lactones은 평균적 
flavonoids와 saponins은 추출 용매에 따라 높고 낮게 검
출되며[3], 알칼로이드가 풍부한 것은 다양한 약리 효과
를 가지고 있으며 약용 약물로서 광범위하게 사용될 수 

있다. 특히 항 우울제, 세포 독성효과를 유도할 수 있다 
[4∼6]. 
최근에는 경제적인 천연 항산화제 발굴을 위해, 과일

이나 채소의 부산물을 이용한 여러 항산화 연구들을 수

행하고 있는 실정이며[7], 인체에 무해하고 안정성이 높
은 천연 항산화제를 개발하고자 각종 천연물에서 효능 

탐색이 진행되고 있다[8]. 그라비올라도 최근 항산화[9], 
항암활동[10] 등 다양한 연구논문이 발표되고 있다. 
본 연구는 그라비올라 잎을 이용하여 천연 항산화제

를 함유한 화장품 성분 개발을 목적으로 열수 추출하여 

폴리페놀 및 플라보노이드 함량을 측정하고 전자공여능

을 평가하여 항산화 활성을 규명하고 보다 안전한 소재 

개발을 확인하기 위해 세포독성도 실시하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료

2.1.1 재료

본 실험에 사용된 그라비올라 잎은 2016년 4월 
‘GRAVIOLA HOUSE’에서 건잎 (원산지 : 필리핀) 300 
g을 구입하여 흐르는 물에 수세한 후 음건 한 뒤 분쇄기
(NSG–1002SS, 한일, Korea)로 분쇄하여 사용하였다.

2.1.2 사용시약

본 실험에 사용한 시약은 Folin & Ciocalteu’s phenol 
reagent, Tannic acid, Diethylene glycol, quercetin, 
(DPPH) radical 소거능은 2, 2-diphenyl-1-picryl 
hydrazyl, L-ascorbic acid, (MTT) 시약 3-(4,5- 
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, 
trypan blue는 Sigma Aldrich USA에서 Na2CO3 

(Jnusei,Japan), NaOH(덕산약품, Korea)을 구매하여 사

용하였고 세포 배양시 Dulbecco`s modified Eagle`s 
medium (이하 DMEM, Gibco BRL, USA ), 10% 우태
아혈청 feal bovine serum(이하 FBS, Sigma, USA), 1% 
antibiotic-antimycotic solution (penicillin/ streptomycin) 
(이하 P/S, Gibco BRL, USA) 그 외 실험에 사용된 모든 
시약은 특급 혹은 1급 분석용 시약을 구입하여 사용하였
다.

2.1.3 배양세포

본 실험에 사용한 인간 진피 섬유아세포 (Human 
Dermal Fibroblasts ; HDF)는 Normal, Human, Adult 
(ATCC® PCS-201-012™) 세포는 American Type 
Culture Collection (ATCC, University Boulevand, 
Manassas, VA, USA) 에서 구매하여 사용하였다.

2.1.4 사용기기

회전감압농축기(EYELA, N-1000, Japan), 항온수조
(EYELA, SB-1000, Japan), 감압여과장치(GAST 
DOA-P 704-AC, IDEX, USA),동결 건조기(CleanVac8, 
BioTron Inc., Korea), CO2 배양기(BB15, Thermo 
Scientific™, USA), 무균작업대(HB-402, Hanbaek, 
Korea), 분광광도계(Epoch Micro –Volume, BioTek, 
USA), 원심분리기(UNION 32R PLUS, Hanil, Korea), 
시험관 혼합기(VM-96B, Jeio Tech, Co., Ltd, Korea), 
현미경(JP/BX51, Olympus, Japan), 정밀전자저울
(Explorer EX224G, Ohaus, USA)를 사용하였다.

2.2 실험방법

2.2.1 그라비올라잎 추출법

플라스크형 반응조에 그라비올라 잎 분말 300 g에 증
류수 3 L을 가하여 히팅 맨틀에 98℃ 온도에서 6 시간 
동안 추출하였다. 추출이 완료된 추출액은 실온에서 식
힌 후 거즈로 1차 여과 후 감압여과장치로 2 번 여과하
였다. 여과액은 회전감압농축기를 이용하여 항온 수조 
온도 60℃에서 감압, 농축하였다. 농축액은 -18℃, 24 시
간 얼린 후 동결건조기를 통한 건조(-80℃, 3 day)하였
다.  추출물(62.3 g)을 얻었다. 시료를 분말화한 다음 냉
동 보관하면서 실험에 따라 필요한 농도로 증류수에 녹

여 사용하였다. 추출물 제조과정은 Fig. 1 과 같다.
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Graviola leaves 300 g

Extracted with water 3 L at 98℃ for 6 h 

2nd filtration with mash and whatman paper

Evaporation in rotary vacuum evaporator 
(60℃)

Freeze drying(-80℃, 3 days)

water extract powder (62.3 g)

Fig. 1. Procedure of the water extract from Graviola 
leaves.

2.2.2 세포배양 방법

HDF 세포는 배양시 DMEM에 녹여 사용하였으며, 
배지는 10% FBS과 1% P/S을 첨가하여 37℃로 유지되
는 5% CO2, 상대습도 100% 습윤 배양기에서 배양하였
다. 배양된 세포는 1 × scrapper로 부유시킨 후 0.4% 
trypan blue를 (1 : 1) 섞은 혼합액을 만들어 
hemocytomete로 세포를 계산하여 계대하였다. 

2.3 총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀은 Folin-Denis법[11]을 이용하였다. 시료 
1 mg/mL 농도를 만들어 실험에 사용하였다. 시료액 
200 µL와 folin reagent 200 µL를 넣은 후 실온에서 3 
분간 반응시킨 후 10% Na2CO3용액 200 µL를 혼합하여 
실온에서 60 분간 반응시킨 후 96 well plate에 상등액 
200 µL를 취하여 750 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 
표준물질은 tannic acid을 표준 검량식에 적용하여 총 페
놀 화합물 함량을 산출하였다. 

2.4 총 플라보노이드 함량

총 플라보노이드 함량은 Moreno 방법[12]을 이용하
였다. 시료 1 mg/mL 농도를 만들어 실험에 사용하였다. 
시료액 100 µL, 1 N-NaOH 100 µL, diethyleneglycol 1 
mL 혼합하여 37℃에서 1 시간 반응시킨 후 96 well 
plate에 200 µL를 취하여 420 ㎚에서 흡광도를 측정하
였다. 표준물질은 quercetin을 이용하였다.

2.5 전자공여능

추출물의 전자공여능(electron donating abilities )은 
Blois의 방법[13]을 변형하여 측정하였다. 에탄올에 0.2 
mM DPPH 용액 180 µL와 각 추출물을 농도별 (1, 2.5, 

5, 10, 15 mg/mL)로 제조한 시료액 20 µL를 혼합한 후 
37℃ 에서 30 분간 반응시킨 후 분광광도계를 이용하여 
517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준 물질은 
L-Ascorbic acid와 비교하였다. DPPH radical 소거활성
을 다음의 식을 이용하여 산출하였다.

DPPH radical 소거활성(%)
=(1-시료첨가 흡광도/시료 무첨가군흡광도)×100

2.6 MTT assay를 이용한 세포독성

MTT-assay를 이용한 세포생존율 측정은 Doyle의 방
법[14]에 따라 측정하였다. 배지에 HDF cell 1x104 

cell/mL로 희석한 다음 96- well에 180  µL/well 씩을 
분주하여 배양기에서 48 시간 배양하였다. 그 후 대조군
에는 시료 용매인 증류수를 넣고, 나머지 well에는 추출
물 (1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 mg/mL) 농도
로 처리한 시료 20 µL씩 가하여 24 시간 동안 배양 후 
각 well에 배지의 1/10 배인 증류수에 녹인 MTT 용액 
(5 mg/mL)을 20 µL씩 각각의 well에 첨가하고 배양기
에서 4 시간 추가 배양하였다. 배양 후 배지를 제거한 후 
DMSO 100 µL를 각각의 well에 첨가하여 호일에 싸서 
30 분 동안 후 분광광도계를 이용하여 570 nm에서 흡광
도를 측정하였다.

세포생존율(%) = 시료무첨가군의
시료첨가군의

×

2.7 통계처리

각 화합물의 함량을 구하기 위한 검량식은 선형회귀

분석을 통해 얻었으며,  실험결과에서 얻은 모든 값은 3 
회 이상 반복 실험한 결과의 평균±표준편차로 표기하였
다. 선형 회귀분석과 표준편차의 산정은 Microsoft 
Office Excel Version 2013 프로그램을 이용하여 분석하
였다. 

3. 결과 

3.1 총 폴리페놀 함량 

폴리페놀 성분은 식물에 널리 분포되어 있는 2 차 대
사산물 중 하나로 항산화성, 항균성, 항암작용, 심장질환 
및 당뇨병 예방과 혈장 콜레스테롤 저하작용과 효소활성 
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저해작용 등 다양한 생리적 기능을 나타내는 물질로 알

려져 있다 [15,16].
열수 추출한 추출물의 폴리페놀 화합물 함량 측정한 

결과를 Table. 1에 나타내었다. 그라비올라잎 1 mg/mL 
추출물에 폴리페놀 함량이 291.97±2.39 µg/mL로 나타
났다. 1 µg/mL당 약 0.2 µg/mL의 총 페놀을 함유하고 
있는 것으로 확인되었다. 

 

3.2 총 플라보노이드 함량 

플라보노이드는 식품에 풍부하게 존재하며 플라보노

이드는 독성은 거의 나타나지 않고 생체 내 산화작용을 

억제하는 항산화작용이 강하다는 사실이 알려지면서 플

라보노이드계 물질들의 개발과 활용이 기대되어지고 있

다[17].
총 플라보노이드 함유량은 Table. 1 에 나타내었다. 

측정한 결과 161±7.85 µg/mL의 함량을 확인하였다. 
 

Table. 1. Total polyphenol compound and total flavonoid 
contents of extract from Graviola leaves.

Sample Total phenolics
(TAT µg/mL1) ext)

Total Flavonoid
(QE µg/mL2) ext)

Graviola leaves 291.97±2.39 161.00±7.85

1) The total phenolic contents was expressed as micorgram of tannic 
acid equivalent (TAE) per milliliter of extract

2) The total Flavonoid contents was expressed as micorgram of 
Quercetin equivalent (QE) per milliliter of extract

3.3 DPPH radical 소거능에 의한 항산화 효과

그라비올라잎 추출물의 DPPH radical 소거능을 측정
한 결과는 농도 의존적으로 Fig. 2 과 같다. 

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity of water 
extract from Graviola leaves.

추출물 농도 1, 2.5, 5, 10 및 15 mg/mL에서 각각 
DPPH 소거능은 51.6%, 67.8%, 79%, 82.4% 및 83.9% 
소거능을 나타내었다. 농도가 낮을수록 더 높은 소거 활

성을 나타내었다. 양성대조구인 ascorbic acid(Vitamin 
C)은 93.5%, 93.4%, 93,1%로 농도에 따라 유의성 있게 
활성이 높았다. 

3.4 HDF 세포 독성

MTT assay를 이용하여 HDF 세포주에 대한 그라비
올라잎 추출물의 세포생존율을 측정한 결과를 Fig. 3 과 
같다.
그라비올라잎 추출물을 처리하지 않은 세포를 100%

로 하였을 때 농도 150 mg/mL 에서 100%의 세포 생존
율을 나타내었다. 그 중 5 mg/ml에서 213%, 10 mg/mL 
에서 210%, 15 mg/mL 에서 204%로 대조군에 반해 2 
배 이상 높은 세포 증식이 보였다.

HDF 세포 증식이 우수하며 150 mg/mL 높은 농도에
서 조차도 대조군과 비슷한 세포증식이 보인 것으로 보

아 그라비올라잎 추출물은 세포의 독성이 없으면서 세포

의 활성을 높인다. 시료의 농도가 낮을수록 독성의 영향
이 적은 것을 알 수 있었다.

Fig. 3. Effect of water extract from Graviola leaves on 
HDF cell line. 

4. 고찰 

그라비올라 잎의 항산화력에 대한 기초적인 생리 활

성을 측정한 결과 열수 추출한 그라비올라잎 추출물 1 
mg/mL 추출물에 폴리페놀 291.97±2.39 µg/mL, 플라보
노이드 161±7.85 µg/mL의 함량을 나타내었다. 이것은 
Yahaya 등[3]의 연구에서 나타난 그라비올라 잎의 총 
페놀 함량은 열수 추출물에서 683.69 µg/mL, 에탄올 추
출물에서 372.92 µg/mL의 결과와 동일한 결과로서 열
수 추출물에서 더 높은 함량을 추출하였음을 보여주고 

있다. 또 George, V.C 등[18, 19]의 연구에서도 1 
µg/mL당 n-부탄올 추출에서 약 0.13 µg/mL과 메탄올 
0.17 µg/mL, 열수는 약 0.21 µg/mL 페놀 함량을 함유하
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고 있는 것으로 보고됨으로서 본 실험의 결과와도 일치

함을 알 수 있었다. 따라서 폴리페놀의 높은 함유량을 얻
기 위해서는 열수 추출물에서 추출하는 것이 알콜류에서 

추출하는 것 보다 양호함을 확인하였다.
플라보노이드는 전형적인 페놀성 화합물로서 직접 항

산화 효소활성을 증가시키거나 자유라디칼 손상을 촉진

하는 Fe, Cu 이온과 안정적 금속이온복합체를 형성하고 
자유라디칼을 직접 소거하여 세포막과 세포내 물질을 보

호한다[17]. Jung 등[20]의 연구에서 소태나무 잎 및 편
백나무 메탄올 추출물의 플라보노이드 함량은 46.41, 
8.12 µg/mg으로 나타났고, 산채류인 물엉겅퀴 잎은 13.3 
µg/mg으로 보고되었다[21]. 위 결과와 본 실험과 비교 
했을 때 비교적 다량 검출된 것으로 보아 폴리페놀과 플

라보노이드 함유되어 있는 그라비올라 잎은 체내 항산화

계에 영향을 미칠 것으로 생각된다.
항산화 물질에 의한 DPPH radical의 탈색정도를 지

표로 사용되며 다양한 천연소재로부터 항산화물질을 검

색하는데 많이 이용되고 있다[22]. 현재 꾸지뽕잎[23], 
야관문[24], 명월초[25] 등 천연 소재로 항산화 활성에 
연구가 활발하다.
본 실험 그라비올라잎 추출물의 항산화력은 농도 추

출물 농도 1, 2.5, 5, 10, 15 mg/mL에서 DPPH radical 
소거정도는 51.6%, 67.8%, 79%, 82.4% 및 83.9% 저해
활성을 보였다 이것은 Kim 등[26]의 연구 그라비올라잎 
에탄올 추출물에서도 1000 ppm에서 91.59%, 500 ppm
에서 83.49%, 250 ppm에서 61.23%의 소거활성을 보인 
연구와 유사한 결과를 얻을 수 있었다. 활성산소 억제율
(%)을 통해 대조군인 ascorbic acid은 단일 물질임을 감
안하면 그라비올라 잎은 투여 농도 의존적으로 소거작용

을 하였으며 이는 높은 DPPH radical 소거활성을 나타
내어 그라비올라 잎에 항산화 물질을 함유하고 있는 것

으로 사료된다.
또한 본 실험 MTT 세포독성을 확인한 결과 농도 150 

mg/mL 이하의 농도가 적정 농도로 판단하였다. Yumin 
등[10]의 선행연구에서 유방암세포 MDA-M-468 세포 
0.5 µg/mL가 29.5% 세포 성장을 억제하여 세포독성을 
보였지만 비종양성 MCF-10A 세포들의 성장에는 영향
을 미치지 않은 결과와 다른 연구 비파잎 [27]에서 추출
물별 0.25∼2.00 mg/mL 모든 추출물에서 69.9∼131.2% 
범위로 독성이 아주 약하거나 오히려 세포를 보호하는 

효과가 있음을 알 수 있었다.

HDF 세포를 이용한 또 다른 Jeon의 연구[28]에서 명
월초 에탄올 추출물은 100 µg/mL에서 생존율이 80% 
이상을 보였으며 20 µg/mL에서 90% 이상의 생존율을 
나타내었다. 
이의 결과로 그라비올라잎 추출물도 일부 농도에서 

생존율이 높게 나타나서 특정 세포에 선택적으로 작용할 

가능성이 있는 참신한 천연물질이 될 수 있다 사료되며 

차후 좀 더 다양한 방법의 추가적인 연구가 필요하고 인

간진피섬유아세포를 이용한 세포독성실험 연구 자료가 

미비한 실정에 HDF 세포를 사용한 실험은 의미있는 연
구 결과라 사료된다. 

5. 결론 및 요약

본 연구에서는 그라비올라 잎의 인체에 무해하고 안

정성이 높은 천연 항산화제로서의 활용도를 높이기 위한 

일환으로 그라비올라 잎을 열수 추출하여 총 폴리페놀 

함량, 플라보노이드 함량, DPPH radica 소거능과 세포독성 
평가 MTT assay 측정하여 항산화 효과를 확인하였다. 
다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 그라비올라잎 300 g에 98℃ 온도에서 열수 추출하

여 62.3 g 분말을 얻었다.
2. 그라비올라잎 1 mg/mL 추출물에 폴리페놀 함량 

291.97±2.39 µg/mL, 플라보노이드 함량은 
161.00±7.85 µg/mL의 함량을 얻었다.

3. DPPH radical 소거능은 농도 1, 2.5, 5, 10 및 15 
mg/mL에서 각각 51.6%, 67.8%, 79%, 82.4% 및 
83.9% 농도 의존적 소거능을 나타내었다.

4. MTT assay에 의한  HDF 세포생존율은 농도별로 
(1, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 100, 150 mg/mL에서 
각각 199%, 194%, 213%, 210%, 204%, 177%, 
126%, 104%, 100%, 150 mg/mL에서 100%의 세
포 생존율을 나타내었다.

따라서 본 연구 결과로 그라비올라 잎의 폴리페놀의 

높은 함유량을 얻기 위해서는 열수 추출하는 것이 알콜

류에서 추출하는 것 보다 양호하며 활성 산소의 우수한 

소거능과 HDF 세포생존율 또한 우수함은 그라비올라 
잎이 천연 항산화성 기능을 가진 화장품 성분개발이나 
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식품 소재로서의 활용가치가 높을 것을 기대해보며 향후 

다양한 그라비올라 잎의 효능 탐색의 후속 연구가 진행

되어야 할 것이다.
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