
Vol.33, No.3, pp.311-320, 2021

Journal of Agricultural, Life and Environmental Sciences

RESEARCH ARTICLE

pISSN 2233-8322, eISSN 2508-870X

https://doi.org/10.22698/jales.20210030

동과 추출물(HR1901-W)의 지표성분 2-Furoic acid 분석법 개발 및 
검증

최선일1, 한웅호1, 문효1, 이세정1, 박미혜1, 이옥환2, 양정모3, 최예은3, 조주현4*

1강원대학교 농업생명과학대학 식품환경융합학과 식품생명공학 대학원생, 
2강원대학교 농업생명과학대학 식품환경융합학과 식품생명공학 교수, 3하람 중앙연구소 연구원, 4하람 중앙연구소 연구소장

Development and Validation of an Analytical Method for 
2-Furoic Acid in Benincasa hispida Extracts (HR1901-W)

Sun-Il Choi1, Xionggao Han1, Xiao Men1, Se-Jeong Lee1, Mi-Hye Park1, Ok-Hwan Lee2, Jung-Mo Yang3, Ye-Eun Choi3, 

Ju-Hyun Cho4*

1Graduate Student, Department of Food Biotechnology and Environmental Science, Kangwon National University, 

Chuncheon 24341, Korea
2Professor, Department of Food Biotechnology and Environmental Science, Kangwon National University, Chuncheon 

24341, Korea
3Researcher, Haram Central Research Institute, Cheongju 28160, Korea
4Chief Executive Officer, Haram Central Research Institute, Cheongju 28160, Korea

*Corresponding author: Ju-Hyun Cho (E-mail: dusvnd608@hanmail.net)

A B S T R A C T

Received: 6 August 2021

Revised: 15 October 2021

Accepted: 18 October 2021

As interest and demand for functional foods increase, standardization becomes important to 

manage the quality of raw materials and products. Analytical methods for the standardization of 

bioactive compounds must be created in tandem with the development of functional foods. 

Therefore, the aim of this study was to validate an analytical method for the determination of 

2-furoic acid in Benincasa hispida extract (HR1901-W). The 2-furoic acid analysis method was 

validated by evaluating the linearity, precision, accuracy, limit of detection (LOD), and limit of 

quantification (LOQ), using a high-performance liquid chromatography－photodiode array 

spectrum. Our results showed that the correlation coefficients of the calibration curve for 2-furoic 

acid was 0.9999. Furthermore, the LOD and LOQ for 2-furoic acid were 0.10 µg/mL and 0.32 

µg/mL, respectively. The range of inter-day and intra-day precision values (RSDs, relative 

standard deviation) for 2-furoic acid were 0.13%－0.56% and 0.27%－0.33, respectively, and the 

inter-day and intra-day accuracy values (recovery) were 98.47%－102.74% and 98.77%－

102.72%, respectively. In addition, the content of 2-furoic acid in HR1901-W was found to be 

412.39 ± 0.91 µg/dry weight in grams. These results indicate that the analytical method used in 

this study should be appropriate for the quantitative analysis of 2-furoic acid in HR1901-W and 

considered for use as basic data for the standardization of HR1901-W. 

Keywords: 2-Furoic acid, Benincasa hispida, High-performance liquid chromatography, Method 
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서 론

동과(Benincasa hispida cong.)는 박과(Cucurbitaceae)에 속하는 한해살이 덩굴 식물로 인도, 일본, 중국, 영국, 말

레이시아 및 한국의 전라도 일부 지역 등 아시아지역과 열대 저지대의 중간 건조 지역에서 재배되고 있으며

(Mohammad et al., 2019), 주로 아시아 국가에서 식용 및 약용 목적으로 이용되는 채소작물이다(Park and Lee, 2020; 

Lim et al., 2003). 동과는 형태는 타원형이며 보통 10 kg 이하의 동과를 이용하며, 현재 식품의약품안전처에서 제공

하는 식품원료목록에는 껍질을 제외한 동과 열매 및 씨앗이 등재되어있다(You and Jun, 2012). 동과는 인디언 원주

민의 위궤양 민간요법에 이용되었으며, 동의 보감에 의하면 살찐 사람이 국이나 나물을 만들어서 먹으면 살이 빠지며 

특히 변비 방지와 콜레스테롤 저하에 효과적이라고 보고되었다(Grover et al., 2001; Kim, 2004). 뿐만 아니라 동과는 

휘발성 오일(volatile oils), 플라보노이드, 페놀화합물, 식물성 단백질, 필수 미네랄 및 비타민 등 다양한 영양소를 함

유한 것으로 알려져있으며, 항비만, 항염증, 항산화, 항궤양, 항우울, 지사, 해열 등의 효능이 보고되어 천연물을 활용

한 기능성 식품소재로서의 활용가치가 높음을 시사한다(Lim, 2012; Gill et al., 2010). 

최근 고령화 사회로의 가속화와 코로나19(COVID-19)의 발생과 확산으로 질병 예방에 도움을 주는 천연물을 활용

한 건강기능식품에 대한 관심이 증대되고 있다(Ahn et al., 2017; Choi, 2020a). 이에 따라 기능성 원료 및 제품의 품질

을 관리하기 위한 표준화 및 규격화는 매우 중요한 부분을 차지하며 유효성분 및 지표성분의 기능성과 안정성에 대한 

연구가 필요하다(Cho et al., 2017). 표준화는 원료로부터 최종제품까지의 제조공전 전반에 걸쳐 일관된 품질을 생산

할 수 있는 우수제조공정 규범을 말하며, 이때 지표성분의 표준화 방법이 가장 일반적으로 사용된다(Jeon et al., 

2011). 지표성분은 원료 중에 함유되어 있는 화학적으로 규명된 성분 중에서 품질관리의 목적으로 정한 성분이다

(Ong, 2004). 이러한 지표성분은 원료 또는 제조 방법에 따라 특이적으로 존재하거나 차별적인 함량 변이를 갖는 성

분의 특이성, 함량 차이나 존재 유무 등에 따라 기능에 관여하는 성분의 대표성, 열, 빛, 습도 등의 일반적인 보관 조건

에서 안정성이 높은 성분의 안정성, 범용화된 분석 기기를 통해 분석 가능한 성분의 용이성 등을 고려하여 선정된다. 

따라서 지표성분의 선정 및 분석은 공인된 방법 또는 정밀한 분석 방법을 이용해야 하며 기준규격의 설정을 위해 타당

성과 신뢰성이 검증되어야 한다(Choi et al., 2017; Kim et al., 2013). 

동과추출물(HR1901-W)의 지표성분인 2-furoic acid은 콜레스테롤 저감, 혈당 조절, 체지방 감소 등의 효능이 보고

되었으며(Hall et al., 1985; Hall et al., 1993; Sajadi et al., 1984), 본 연구에서는 HR1901-W의 지표성분인 2-furoic 

acid의 분석법을 개발 및 유효성 검증(method validation)을 하기 위해 고속액체크로마토그래프(High-performance 

liquid chromatography, HPLC)와 UV 또는 가시광선 범위의 빛을 흡수하는 원리(Swartz, 2010)를 이용하는 PDA검

출기(Photodiode array detector, PDA)를 사용하였다. HR1901-W의 지표성분인 2-furoic acid는 5-원 방향족

(2-furyl)에 카르복실산기가 결합된 구조이며 2-furyl의 최대흡수 파장은 220 nm 부분으로 본 연구에서는 UV 200 

nm－800 nm의 파장구간을 검출할 수 있는 detector를 사용하여 2-furoic acid를 분석하였다. 현재 동과에서 2-furoic 

acid를 정량 분석하기 위한 HPLC 분석방법은 보고된 바 없으므로 HR1901-W의 표준화 및 규격화를 위한 분석법 개

발 및 유효성 검증이 필요한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 HR1901-W의 지표물질인 2-furoic acid을 특이성, 직선

성, 정확성, 정밀성, 검출한계 및 정량한계 측정을 통한 유효성 검증 및 확립된 분석을 이용한 HR1901-W의 2-furoic 

acid 함량을 측정하였다. 
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재료 및 방법

실험재료

본 연구에서 사용한 동과는 하람(Cheongju, Korea)에서 제공받았으며, 동과열매 중 껍질과 씨앗을 제외한 과육 부

분을 사용하였다. 동과 시료 30 g에 3 L의 증류수를 가하여 100°C에서 4시간 동안 환류추출하였다. 추출물을 여과 후 

농축하였으며 동결건조기(Ilshinbiobase Co., Ltd, Gyeonggi, Korea)를 이용하여 동결건조물(HR1901-W)로 제조한 

뒤 실험에 사용하였다(수율 4.6%). 표준물질 2-furoic acid(CAS: 88-14-2; ≥98%)는 Sigma Aldrich(St. Louis, MI, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. 용매로 사용한 메탄올(≥99.9%) 및 이동상(B)으로 사용된 acetonitrile(≥99.9%)은 

J.T. Baker(Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하였으며, 이동상(A)인 Trifluoroacetic acid(≥99%)는 Sigma Aldrich

에서 구입하여 사용하였다. 

2-Furoic acid 분석

2-Furoic acid 분석은 Waters 2695 separation module HPLC system과 Waters 996 photodiode array detector 

(Waters Co., Milford, MA, USA)가 결합된 HPLC기기를 통해 검출되었으며, Osaka soda Capcell Pak C18 UG120 

column(Shiseido, 4.6 mm × 250 mm, 5.0 µm, Tokyo, Japan)으로 분리하였다. 2-Furoic acid 분석조건은 Table 1과 

같으며 시료의 주입량은 20 µL, 유속은 1.0 mL/min, Column 온도는 30°C 유지되었으며, 2-furoic acid의 최대흡수파

장에서 최적 peak 면적 값을 나타내는 최적분석파장 254 nm로 설정하여 분석하였다. 이동상으로는 이동상(A) 0.1% 

Trifluoroacetic acid in distilled water(v/v)와 이동상(B) acetonitrile을 sonicator로 탈기하여 사용하였고, 기울기 용

리조건(gradient system)을 이용하여 분석하였다. 

표준용액 및 시험용액의 조제

Table 1.  HPLC(High-performance liquid chromatography-photodiode array spectrum) conditions of 2-furoic acid 

analysis for Benincasa hispida extracts

Instrument Conditions

Column Shiseido C18 (5.0 µm, 4.6 mm × 250 mm)

Column temp. 30°C

Mobile phase (Gradient)

Time (min) Solvent A1) Solvent B2)

0 90 10

5 90 10

15 70 30

20 90 10

25 90 10

Detector Waters 996 Photodiode Array Detector (254 nm)

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 20 µL

Run time 40 min
1)Solvent A, water (0.1% Trifluoroacetic acid)
2)Solvent B, Acetonitrile 
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2-Furoic acid 표준물질을 10 mg 취하여 10 mL 정용플라스크를 이용해 1,000 µg/mL의 농도가 되도록 메탄올로 

표선까지 정용하여 이를 stock solution으로 하였다. Working solution은 제조된 stock solution을 이용하여 0.78, 

1.56, 3.13, 6.25, 12.50, 50.00 µg/mL가 되도록 메탄올로 희석하여 사용하였다. 시험용액은 동결건조된 시료를 500 

mg을 칭량한 후 25 mL 정용플라스크를 이용해 20,000 µg/mL의 농도가 되도록 메탄올로 표선까지 채운 뒤, 이를 

0.45 µm, PVDF syringe filter(Whatman, Maidstone, UK)로 여과하여 시험용액으로 했다.

분석법의 유효성 검증

분석법 유효성 검증은 의약품 등 시험 시험방법 밸리데이션 가이드라인(KFDA, 2015)을 근거로 하여 개발된 분석

법의 특이성(specificity), 직선성(linearity), 정밀성(precision), 정확성(accuracy), 검출한계(limit of detection, LOD) 

및 정량한계(limit of quantitation, LOQ)를 이용하여 분석법의 유효성을 검증하였다. 

특이성

표준물질 2-furoic acid 및 HR1901-W 를 HPLC로 분석하여 얻은 chromatogram을 비교하여 2-furoic acid가 선택

적인 분리 여부를 확인했으며 photodiode array(PDA) spectrum을 확인하여 동일한 spectrum을 나타내는지 확인하

였다.

직선성

표준물질 2-furoic acid을 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 12.50, 50.00 µg/mL의 농도로 제조해 HPLC를 이용하여 3회 반복 

측정했으며, 표준물질의 peak에 대한 면적과 농도비로 작성된 검량선으로부터 얻어진 상관계수(correlation 

coefficient, R2) 값을 통해 직선성을 확인하였다.

정밀성 및 정확성

지표성분 2-furoic acid의 함량을 알고 있는 HR1901-W 에 표준용액 2-furoic acid를 2.5, 5, 10 µg/mL의 농도로 첨

가하였다. 정밀성 및 정확성 분석을 1일－3회 분석하는 일내(Intra-day)분석 및 1일－1회 분석을 3일간 분석하는 일

간(Intra-day)분석으로 검증되었으며 분석하여 얻어진 peak 면적의 검량선을 이용하여 2-furoic acid의 농도를 계산

하였다. 일내 및 일간 정밀성은 각 결과 값의 표준편차를 결과 값의 평균으로 나눈 비인 상대표준편차(relative 

standard deviation, RSD)을 이용하여 나타냈으며, 정확성은 첨가한 농도에 대한 회수된 농도를 formula(I)을 이용하

여 회수율로 나타냈다. Formula(I): Recovery(%) = [(Cf －Cu)/Ca] × 100; Cf: Concentration of spiked sample; Cu: 

Concentration of sample; Ca: Concentration of standard.

검출한계 및 정량한계

지표성분 2-furoic acid의 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)는 표준편차와 검량선의 기울기에 근거하여 각각 

formula(II) 과 formula(III)을 이용하여 나타냈다. Formula(II): LOD = 3.3σ/S and Formula(III): LOQ = 10σ/S; σ: 

The standard deviation of the response; S: The slope of the calibration curve.



최선일 외 / 동과 추출물(HR1901-W)의 지표성분 2-Furoic acid 분석법 개발 및 검증 ∙ 315

결과 및 고찰

특이성 검토

특이성(specificity)이란 불순물, 분해물, 배합성분 등의 혼재 상태에서 분석 대상 물질을 선택적으로 정확하게 측

정할 수 있는 능력을 말한다(Marın et al., 2002). 2-Furoic acid 표준용액과 표준용액이 첨가된 HR1901-W 를 Capcell 

Pak C18 column을 사용하여 분리하였다. 2-Furoic acid 표준용액과 HR1901-W, 표준용액이 첨가된 HR1901-W의 

chromatogram을 비교하여 2-Furoic acid가 분리되는지를 확인한 결과, Fig. 1과 같이 다른 물질과 간섭 없이 성분이 

분리되었으며 2-Furoic acid 표준용액의 피크 머무름 시간과 HR1901-W의 피크 머무름 시간이 일치하였다. 뿐만 아

니라 UV 200 nm－400 nm의 파장구간에서 최대흡수파장을 조사한 결과 동일한 최대흡수파장(252.7 nm)과 

spectrum을 나타내어 본 시험법의 특이성을 확인하였다(Fig. 2). 본 분석법을 통해 확인한 2-furoic acid의 spectrum 

및 최대흡수 파장은 Ortu and Caboni, 2017의 연구와 유사한 결과를 확인하였다.

Fig. 1. HPLC(High-performance liquid chromatography-photodiode array spectrum) chromatograms of 2-furoic acid 

(50 μg/mL) (A), 2-furoic acid (10 μg/mL) spiked (B), and Benincasa hispida extract sample (C).
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직선성 검토

직선성(linearity)은 시료 중 일정 범위 내에서 분석 대상물질의 양에 비례하는 직선적인 측정값을 얻어낼 수 있는 

능력을 말하며, 분석된 결과에 따라 y축을 peak 면적, x축을 표준용액의 농도(µg/mL)로 하여 작성된 calibration 

curve의 R2값으로 직선성을 확인하였다(Choi et al., 2020b). 또한 2-Furoic acid 표준용액을 0.78, 1.56, 3.13, 6.25, 

12.50, 50.00 µg/mL 농도로 단계적으로 희석하여 HPLC로 분석한 결과, 2-Furoic acid의 표준검량선은 y = 134300.80x 

－7214.71로 나타났으며 상관계수(R2) 값은 1.0000로 나타나 우수한 직선성을 보였다(Fig. 3). 

정밀성 검토

정밀성(precision)은 균질한 시료로부터 여러 번 채취하여 얻음 시료를 정해진 조건에 따라 측정하였을 때 각각의 

측정값들 사이의 근접성(분산정도)을 말한다(Franeta et al., 2002). HR1901-W 에 표준용액을 각각 저농도(2.5 µg/mL), 

Fig. 2. PDA spectrum of the Benincasa hispida  extracts spiked with 2-furoic acid. 

Fig. 3. Calibration curve of the 2-furoic acid standard solution.
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중농도(5 µg/mL), 고농도(10 µg/mL)로 첨가한 뒤 HPLC로 분석했을 때, 상대표준편차(RSD)로 확인하였다. Intra-day, 

inter-day의 정밀도를 측정한 결과는 Table 2와 같으며 intra-day에서의 정밀도는 0.13%－0.56%를 나타냈으며, 

inter-day의 정밀도는 0.27%－0.33%를 나타내었다. 

정확성 검토

정확성(accuracy)은 측정값이 이미 알고 있는 참값이나 표준값에 근접한 정도를 말하며 회수율(recovery)로 나타

낸다(Bressolle et al., 1996). 정확한 농도의 표준용액(2.5, 5, 10 µg/mL)이 첨가된 HR1901-W 를 HPLC로 분석하였

으며 측정된 회수율은 Table 2에 나타내었다. Intra-day, inter-day의 정확성을 측정한 결과, intra-day에서의 정확성은 

98.47%－102.74%를 나타냈으며, inter-day의 정확성은 98.77%－102.72%를 나타내어 80%－120% 분석오차를 만

족하였다. 

검출한계 및 정량한계

검출한계(limit of detection)란 시료 중에 존재하는 분석대상물질의 검출 가능한 최소량을 말하며 정량한계(limit 

of quantitation)란 적절한 정밀성과 정확성을 가진 정량값으로 표현할 수 있는 시료 중 분석대상물질의 최소량을 말

한다(Vial and Jardy, 1999). 본 연구에서 사용한 2-furoic acid 분석을 위한 HPLC 분석법의 검출한계는 0.10 µg/mL

로 측정되었으며 정량한계는 0.32 µg/mL으로 계산되었다(Table 3). 이러한 결과는 Ortu and Caboni(2017)의 연구에

서 시럽, 와인, 빵에서의 2-furoic acid의 검출한계 및 정량한계 보다 낮게 나타났으나 이는 사용한 기기, 분석조건의 

차이에 의한 것으로 사료된다. 

동과 추출물(HR1901-W)의 2-Furoic acid 함량 분석

유효성이 검증된 분석법을 이용하여 HR1901-W 내 2-furoic acid의 함량을 분석한 결과 412.39 ± 0.91 µg/dry 

weight g의 수준으로 나타났다(Table 4). 이러한 결과는 검출한계 및 정량한계 보다 이상의 값으로 나타나, 본 분석법

을 이용하여 동과에서의 2-Furoic acid 분석이 가능할 것으로 사료된다. 뿐만 아니라 동과의 유용성분 및 지표성분으

로 2-Furoic acid을 선정 시 본 연구의 분석법 유효성 검증을 통한 원료 표준화가 가능할 것으로 사료된다. 

동과의 항비만, 항염증, 항산화 등의 다양한 효능은 다량 함유된 triterpenes, phenols, sterols, glycosides 등과 같은 

생리활성 물질에 의한 것으로 보고되었다(Zaini et al., 2011). 특히 Fatariah et al.(2014)과 Busuioc et al.(2020)의 보

Table 2.  Precision and accuracy of 2-furoic acid analysis

Matrix Analytes
Concentration

(µg/mL)

Mean ± SD

(µg/mL)

RSD

(%)

Recovery

(%)

Benincasa hispida 

extracts
2-Furoic acid

Intra-day

2.5 2.54 ± 0.01 0.56 101.58

5 5.14 ± 0.01 0.13 102.74

10 9.85 ± 0.01 0.14 98.47

Inter-day

2.5 2.54 ± 0.01 0.27 101.52

5 5.14 ± 0.02 0.33 102.72

10 9.88 ± 0.03 0.28 98.77
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고에 의하면 동과는 높은 수준의 총 페놀함량을 보이며 그중 gallic acid의 함량이 가장 높았다. 하지만 본 연구에서는 

HR1901-W 피크 중 gallic acid 표준물질과 동일한 머무름 시간을 보였지만 PDA-spectrum의 모양 및 최대흡수파장 

영역이 상이하여 gallic acid는 검출되지 않았다(data not shown). 따라서 본 연구에서는 HR1901-W 에 특이적으로 

함유되어있는 2-Furoic acid를 지표성분으로 선정하였으며, HPLC-PDA를 이용하여 분석법 유효성 검증을 하였다. 

하지만 2-Furoic acid는 지표성분뿐만 아니라 유효성분으로써 생리활성을 나타내는 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

요약 및 결론

본 연구의 목적은 예로부터 식용 및 약용으로 사용된 동과를 건강기능식품으로서 표준화를 위한 지표성분 분석법 

개발 및 검증하였다. 본 연구에서는 HR1901-W의 지표성분으로 2-furoic acid를 선정하였으며 HPLC-PDA로 분석

하여 특이성, 직선성, 정확성, 정밀성, 검출한계 및 정량한계 측정을 통한 유효성 검증을 하였다. 개발된 분석법을 통

하여 2-furoic acid를 분석하였을 때, HR1901-W 내 다른 물질들과의 간섭이 분리되고 표준물질의 머무름 시간의 일

치를 크로마토그램을 통해 확인하였으며, PDA-spectrum을 확인하여 동일한 형태의 흡수파장과 최대흡수파장을 확

인하였다. 2-furoic acid의 검량선은 상관계수 0.9999로 나타나 분석에 적합함을 나타내었으며, 저농도, 중농도, 고농

도의 2-furoic acid를 HR1901-W 에 첨가하여 정밀성은 RDS(%)로 정확성은 recovery(%)로 평가하였다. 2-furoic 

acid의 일간 및 일내 정밀성은 0.13%－0.56% 및 0.27%－0.33%로 나타났으며 일간 및 일내 정확성은 98.47%－

102.74% 및 98.77%－102.72%로 우수한 정밀성 및 정확성을 나타냈다. 2-furoic acid의 검출한계 및 정량한계는 각

각 0.10 µg/mL 및 0.32 µg/mL로 나타나 저농도에서도 검출이 가능함을 확인하였다. 뿐만 아니라 HR1901-W 중 

2-furoic acid의 함량을 분석한 결과, 검출한계 및 정량한계 이상의0.41 ± 0.00 mg/dry weight g으로 분석되었다. 따라

서 분석법 유효성 검증 결과, 특이성, 직선성, 정확성, 정밀성, 검출한계 및 정량한계 측정을 통해 우수한 분석법임을 

검증하였으며, HR1901-W의 표준화 및 규격화를 위한 기초자료로 활용될 것으로 사료된다. 
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Table 3. Correlation coefficients of the calibration curves, and the limit of detection (LOD) and limit of quantification 

(LOQ) of the 2-furoic acid analysis

Analytes
Range

(µg/mL)
Slope Intercept R2 LOD

(µg/mL)

LOQ

(µg/mL)

2-Furoic acid 0.78－50 134300.80 －7214.71 1.0000 0.10 0.32

Table 4. Content of 2-furoic acid in Benincasa hispida extracts

Analytes Sample
Mean ± SD  

(mg/g)

RSD 

(%)

2-Furoic acid Benincasa hispida extracts 0.41 ± 0.00 0.23
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