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생태계 질소 순환 연구에서 동위원소 추적자를 이용한 실험은 그 유용성에도 불구하고, 무기 질소의 안정동위원소

측정이 어려워 자료의 생산이 활발하지 못한 형편이다. Gardner et al. (1996)은 HPLC (high performance liquid

chromatography)를 이용하여 비교적 간편하고 정밀하게 암모늄의 동위원소 비를 측정하는 방법을 개발해 질소순환

연구에 활발하게 활용하였다. 그러나 일반적이지 않은 syringe 펌프가 필요해 다른 실험실에 이 시스템이 도입되지

는 못하였다. 본 연구에서는 최신 HPLC 펌프 기술을 활용하여 Dr. Gardner 그룹 이후 최초로 암모늄 동위원소비

측정 시스템을 구축하였다. 표준시료 측정 결과 RTS (retention time shift)는 안정동위원소 비와 좋은 상관관계를

보였다. 이 시스템은 측정 자료를 디지털 형태로 변환하는 장치까지 갖추어 컴퓨터 프로그램을 이용한 다양한 자료

처리가 가능하다. 특히 Matlab® 이용하여 retention time 계산에 peak 면적을 이용함으로써 측정의 정확성을 높이고, 직선

성을 향상할 수 있었다. 영산강 하구 해수를 가지고 실시한 15N-암모늄 첨가 실험에서 15N/14N 비율 변화를 HPLC-RTS법을

통해 측정하였으며, 식물성 플랑크톤에 의한 암모늄 섭취와 재광물화 과정을 각각 독립적으로 측정하는 것이 가능했다.

Despite the usefulness of nitrogen isotope tracer experiments in nitrogen cycling studies, there are not such

many measurement data mainly due to the difficulties in analytical methods. Although Gardner et al. (1996)

developed a relatively simple and accurate method that can measure ammonium isotope using HPLC and used it

widely in various N dynamics studies, the technique was not adopted to other laboratories. An HPLC-RTS sys-

tem using updated HPLC pumps that can perform the same measurements as that of Gardner et al. (1996) was

built. The result of standard sample showed linear increase of RTS with the 15N proportions. Centroid retention

times calculated with Matlab® program enhanced the linearity of the response. In a sea water incubation experi-

ment spiked with 15NH4

+, the uptake and regeneration of ammonium could be separately estimated using the

temporal change of 15N/14N. 
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서 론

질소는 생체의 주요 성분으로 인산과 더불어 일차생산을 제한

하는 영양염으로서 생태계 생산성을 좌우하고 있다. 최근 들어 연

안을 비롯한 여러 수환경내에서 질소성분의 변환 및 순환과정에

대한 관심이 높아지고 있는데, 이는 비료 사용으로 인한 질소성분

과다 유입이 주요 원인이라 할 수 있다(Paerl and Huisman, 2009).

질소비료의 산업적 생산은 농업생산성을 비약적으로 높였다. 그러

나 동시에, 강, 호수, 연안 등 수환경의 무기질소 농도를 높여 유

해성 조류 대발생(HAB; harmful algal bloom)이나 무산소층 형성

(hypoxia)등 부영양화(eutrophication)와 관련된 환경 문제를 일으키고

있다(Boesch et al., 2009; Paerl and Huisman, 2009).
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수환경 내에 있는 질소가 생태계에 미치는 영향을 파악하기 위

해서는 무기질소와 유기질소의 순환과정을 자세히 살피는 것이 필

요하다. 일반적으로 수환경내에 존재하는 다양한 형태의 무기질소

(암모늄(NH4
+), 질산(NO3

-

),  아질산(NO2

-

), 질소가스(N2), 이산화질

소(N2O))나 유기질소 농도의 정량 자료를 확보하는 것이 질소순

환연구의 기본이다. 그러나 농도만 측정하면 각 질소성분의 역동

적인 측면을 간과하기 쉬운데, 다양한 질소 성분은 생성(source)과 소

비(sink) 과정이 동시에 일어나며, 특정 시점의 무기 질소 농도는 동

적 평형(dynamic equilibrium)상태의 결과물일 뿐 그 평형상태를 일

으킨 source와 sink의 크기를 반영하지는 못한다(Fuhrman, 1987;

Lin et al., 2011). 이를 극복하기 위해서 질소의 안정동위원소 추

적자(15N)를 이용하여 각 과정을 측정하는 실험방법이 발달하였다

(Dugdale and Goering, 1967; Blackburn, 1979; Caperon et al., 1979;

Lin et al., 2011). 이들 실험에서는 무기질소(N2 가스, NH4
+, NO3

-

,

NO2

-

) 및 유기질소(용존 및 입자 형태) 성분에 존재하는 15N을 추

적자로 사용하여 시간에 따라 질소의 형태가 변하는 속도를 측정

하게 된다. 최근 들어 장비 및 기술의 발달에 따라 각 형태별로 질

소 안정동위원소 측정이 점점 일반화되고 있으나, 성분에 따라 측

정 난이도가 매우 다르다. 예를 들어, 입자성 유기질소의 경우

CHN-MS (carbon hydrogen nitrogen-mass spectrometer) 원소분

석기(elemental analyzer)가 널리 보급되면서 비교적 쉽게 측정이

가능하게 되었다. Membrane Inlet Mass Spectrometry (MIMS)를

이용해 용존 질소가스의 안정동위원소(29N2, 
30N2)를 측정하는 기

술도 최근 들어 비약적으로 발달하였다(Kana et al., 1994; An et

al., 2001). 그러나 NH4
+, NO3

-

, NO2

-

 내의 안정동위원소를 측정하

는 것은 아직도 매우 힘든 편이다. 이중에서도 NH4
+의 질소동위

원소 측정은 그 중요성에도 불구하고, IRMS (isotope ratio mass

spectrometer) 처럼 고가의 장비가 필요하고 측정에 필요한 시료의

양이 많을 뿐만 아니라, 측정과정이 어려워 관련 실험이 많이 이

루어지지 못하고 있다(Sigman, 2001; Brandes et al., 2007). 최근 들어

해양환경에서 DNRA (dissimilatory nitrate reduction to ammonium)

나 ANAMMOX (anaerobic ammonium oxidation)와 같은 질소변환

과정이 새롭게 발견되거나 그 중요성이 재평가 받음으로써 암모

늄 안정동위원소 측정의 필요성은 점차 증가하고 있다(Brandes et

al., 2007; Thamdrup, 2012).

Gardner et al. (1996)은 HPLC (high performance liquid chroma-

tography)를 이용하여 암모늄 이온의 질소동위원소 비율을 측정하는

방법을 개발하였다. 이 방법은 높은 pH 조건에서 15NH4
+의 이온

교환 칼럼 통과 속도가 14NH4
+ 보다 느린 원리를 이용한다(Tanaka

et al., 1989; Gardner et al., 1996). 이러한 속도 차이가 두 이온의

peak를 완전하게 분리하지는 못하지만, 동위원소 비율에 따른 peak

출현 시간 변화(retention time shift)를 이용하여 암모늄 이온의 동

위원소 비율을 측정하는 것이 가능하였다(Gardner et al., 1996).

이 방법은 수층과 퇴적층에서 일어나는 암모늄 관련 질소 변환과

정(암모늄 동화(assimilation), 유기물의 무기물화(ammonification),

질산화(nitrification 등)의 측정을 위해 활발하게 사용되었다(Heath

et al., 1995; Gardner et al., 1996, 2000, 2004, 2006; An and Gardner,

2002; Lavrentyev et al., 2004; McCarthy et al., 2007a, 2007b; Gardner

and McCarthy, 2009; Carini et al., 2010; James et al., 2011; Paerl et

al., 2011; Hou et al., 2012; Smyth et al., 2013). 그러나 Dr Gardner

그룹 이외에 다른 실험실에서는 이 장비를 사용하지 못했는데, 주요

원인은 이 시스템에 사용되는 이동상(mobile phase)에 pulse가 없고

매우 안정적인 HPLC 조건을 유지할 수 있는 고가의 syringe pump가

필요했기 때문이다(Gardner et al., 1996). 최근 HPLC 펌프 기술의

발달, 특히 micro-volume plunger를 채택한 제품이 출시되어 펄스를 최

소화하는 기술(pulseless)이 일반화되었다. 본 연구에서는 Shimadzu

사의 micro-volume plunger 펌프(LC-10AS)와 형광검출기(RF-

10A)를 이용하여 Gardner et al. (1996)이 암모늄 안정동위원소 측

정방법이 개발한 후 17년만에 최초로 새로운 암모늄 안정동위원

소 측정 HPLC 시스템을 구축하였다. Syringe 펌프의 경우 일정

량(보통 260 ml)의 시약을 미리 충전하여 사용하기 때문에 한번에 약

12개의 시료만 측정할 수 있으나, Shimadzu 펌프의 경우 이러한

제약이 없다. 특히 이 연구에서 구축한 시스템은 Gardner et al.

(1996)의 방법과 달리 측정 자료를 디지털 형태로 확보할 수 있어

추후 다양한 형태의 자료 처리가 가능하다. 이렇게 구축한 시스템의

성능을 점검하기 위하여 영산강 하구에서 해수 배양 실험을 실시

하였다. 해수에 15NH4
+를 첨가한 후 시간에 따라 암모늄의 15N/14N

비율 변화를 측정하여 식물성 플랑크톤의 섭취와 재생산을 각각

추정하였다. 

HPLC-RTS 시스템 구성

HPLC-RTS 시스템은 2대의 정량 펌프(Shimadzu LC-10AT, LC-

10AS), 오토 샘플러(Shimadzu SIL-10A), 시스템 컨트롤러(Shimadzu

SCL-10A), 형광 검출기(Shimadzu RF-10A), 칼럼오븐(Waters

CHM), 이온칼럼 등으로 구성된다(Fig. 1). 이 시스템에 사용한 이

온칼럼 충전재는 양이온 교환 레이진(5 um 구형 sulfonic acid; St.

John Associates)이며, 이온컬럼 전체 길이는 30 cm, 내경은 4 mm이

다(Gardner et al., 1996). 형광검출기에서 사용된 여기(excitation)

파장은 356 nm 이고, 방출(emission) 파장은 482 nm이다. 이동상

(mobile phase)으로 사용한 버퍼는 다음과 같이 준비하였다. 1리터

의 증류수에 12 g의 boric acid와 12 g의 NaCl, 0.8 g disodium

ethylenediaminetetraacetic를 첨가한 후 NaOH로 pH를 조정하였

다. 이때 펌프 윤활유로 0.5 ml의 Brij 35를 첨가하였다. 버퍼는

섭씨 85도로 유지되는 칼럼을 분당 0.17ml의 속도로 통과한 후

OPA(o-phthalaldehyde) 시약과 섞이면서 발색한다. OPA 시약은

Fig. 1. Schematic diagram of the HPLC system for ammonium iso-

tope analysis.
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다음과 같이 마련하였다. 증류수 1리터에 boric acid 30 g을 첨가

하고, KOH를 이용하여 pH를 7로 조절한 후 10 ml의 메탄올과 0.5

ml 2-mercaptoethanol에 녹인 OPA를 섞었다. OPA와 버퍼를 합친

후 형광검출기로 들어가기 전에 섭씨 40도로 유지되는 약 1 m 길이

의 post column을 통과할 때 시료의 발색이 일어나게 된다(Gardner

et al., 1996). 형광신호의 세기는 DA(digital analog) converter

(dsChrome; DS Science inc.)를 거쳐 디지털 자료로 변환되었으며

, dsChrome-I (DS Science inc.) 소프트웨어를 이용하여 정량화하

였다. 

크로마토그램(chromatogram)

시료의 RTS(retention time shift)는 자연상태의 안정동위원소비

(15N/14N=0.00365)만으로 이루어진 표준시료의 retention time과 측

정하고자 하는 시료의 retention time을 비교함으로써 측정한다. 자

연상태의 안정동위원소 비를 가진 4 µM의 내부 표준시료(internal

standard)를 injection 한 후 정확히 7분 후에 측정시료를 injection

하였다. 이때 15N의 비율에 따라 이온 칼럼을 통과하는 속도가 달

라지기 때문에 내부 표준시료와 측정시료 사이에 7분 이상의

retention time이 나타나게 되며, 이를 정량화하여 안정동위원소의

비율을 구하였다. 본 분석에서 얻은 전형적인 크로마토그램은 Fig.

2와 같다. 약 15~23분 사이에 아미노산의 peak가 나타나며, 40 분

경에 표준시료의 암모늄 peak가 나타나고, 47분 이후에 시료의

peak가 나타난다(Fig. 2). 따라서, 한 시료의 분석에는 2번의

injection이 필요하며, 약 1시간의 분석시간이 필요하다. 한 개의

측정자료를 얻기 위해서는 3번의 반복 측정을 수행하며, 24시간

동안 약 8개의 측정자료를 분석하는 것이 가능하다(Gardner et al.,

1996). 자동 시료 주입기를 이용하므로 시간은 오래 걸리지만 분

석은 용이한 편이다. 그러나 장시간 분석에서 시료의 오염과 변질

에 주의해야 한다. 

RTS(retention time shift) 표준시료 분석

암모늄 농도에 따른 peak 면적 증가를 2~20 µM 농도의 표준

시료 분석을 통해 알아본 결과, 농도와 peak 면적은 선형 관계를

보였다(Fig. 3. R2>0.99). 안정동위원소비에 따른 RTS의 변화를 알

아보기 위하여 15N의 비율을 임의로 조성한 표준시료를 준비한 다음

이들 시료의 RTS를 측정하였다(Fig. 4). Gardner et al. (1996)은

암모늄 peak에서 형광 신호의 강도가 가장 강한 시점을 retention

time으로 간주하는 것 보다는 전체 peak 면적의 절반에 해당하는

면적이 나타나는 시점(ctR; centroid retention time)을 retention

time으로 잡았을 때 RTS와 15N 의 비율 사이에 좀 더 선형적 관계가

나타나는 것을 관찰하였다. 이에 따라 이들은 ctR 계산을 위하여

다음 식을 제안하였다.

(1)

여기에서 t=시각, I(t)=각 시각에서 신호의 세기, area=전체 peak의

면적을 나타낸다.

RTS 표준시료 분석에서는 dsChrome-I 프로그램이 제시하는

retention time (pRT; peak retention time; 형광 신호의 강도가 가장

강한 시점)과 함께 ctR을 구하여 비교하였다. ctR을 구하기 위해

HPLC의 디지털 분석 자료를 Matlab® 프로그램을 이용하여 자료

변환 및 계산을 수행하였다. Matlab® 프로그램에서 ctR을 계산할

ctR tI t( )∑ dt/area=

Fig. 2. Chromatogram showing the separation of ammonium from

amino acids. Peaks for internal standard and sample are indicated.

Fig. 3. Relationship between ammonium ion concentration (uM) and

peak area in the HPLC-RTS system developed in this study.

Fig. 4. RTS (min.) in different proportions of 15NH4

+ in the total

ammonium concentration. Centroid retention times (ctR) calculated

in two different ways (ctR1, ctR2) are compared with the peak retention

time (pRT) (see text for details).
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때 두 가지 방법을 사용하였다. 첫 번째는 식 1을 이용하여 각 시

각에서 시각과 신호세기를 곱한 값을 전체 peak에서 적분한 다음

전체 peak 면적으로 나누어 구하였다(ctR1). 두 번째 방법은 특정

피크의 전체 면적을 구한 후에, 그 면적의 절반에 해당하는 시각을

찾는 루틴을 Matlab®을 통해 구현한 다음 ctR을 구하였다(ctR2).

Fig. 4에서 pRT, ctR1, ctR2를 비교하였다. 표준시료의 암모늄 내
15N/14N의 비율은 0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9를 사용하였으며, 각 시료는

3번 반복 측정하였다. 각 시료의 RTS는 -0.1~0.3분으로, 15NH4
+

90% 시료에서 자연상태의 안정동위원소를 갖는 시료에 비하여 약

24초의 RTS가 발생하였다(Fig. 4) 각 측정값 사이의 SE (standard

error)는 0.3~2.6% 이내로, Gardner et al. (1996)의 결과와 유사하

였다. Gardner et al. (1996)의 시스템에서는 pRT의 경우 15N 비

율이 낮거나(30% 이하) 높을(70% 이상) 때 RTS 증가율이 낮아

전체적으로 동위원소 비율과 RTS가 S자 모양을 띠는 경향이 있

으며, ctR을 사용할 때 더 선형적인 관계를 보여주었다. 그러나 본

실험에서는 Gardner et al. (1996)과 달리 pRT의 직선성도 상당히

좋은 편이어서 S자 모양 왜곡은 나타나지 않았다. 오히려 식 1을

이용하여 ctR1을 구하면 SE는 약간 줄어 들고 RTS값에 음수가

없어지는 긍정적인 효과가 나타난 반면, 전반적인 직선성이 낮아져

동위원소 비율과 RTS사이의 관계가 S모양으로 왜곡되는 경향이

나타났다(Fig. 4). 이에 반해 두 번째 방법으로 구한 ctR (ctR2)에

서는 SE가 줄어들었을 뿐만 아니라 직선성도 증가하여 이 방법이

centroid retention time 계산에 더 적합하였다. 

해수 배양시 암모늄의 

15N/14N 변화

이 연구에서 구축한 HPLC-RTS 시스템을 이용하여 영산강 하

구의 해수 배양 실험에서 얻은 시료의 암모늄 동위원소 비를 측

정하였다. 2012년 8월 10일 영산강 하구둑 인근 정점에서 약 1리

터의 표층 해수를 채취한 후, 15NH4
+를 주입하여 전체 최종 농도

가 12 µM이 되도록 하였다. 이를 빛이 통과하는 유리병(명배양)

과 통과하지 못하는 배양용기(암배양)에 담은 후 표층에 띄워 20

시간 동안 현장 배양하였다. 그런 다음 배양액을 GF/F로 여과하

여 배양 전후의 암모늄 농도와 안정동위원소 비의 변화를 측정하

였다(Fig. 5). 예상했던 바와 마찬가지로 광합성이 허용된 명배양

에서는 20시간 후 약 8 µM의 암모늄이 감소한 반면, 암배양에서는

암모늄이 감소하지 않았다(Fig. 5a). 동위원소비의 변화 측정 결과

를 통해 암배양에서 암모늄 농도가 감소하지 않는 이유는 암모늄

섭취가 없었기 때문이 아니라 섭취와 재생산이 거의 같은 크기로

일어났기 때문임을 알 수 있었다. 즉 암배양과 명배양 모두 15N의

비율이 감소하여 재생산이 활발하게 일어남을 시사하였다(Fig. 5b).

암모늄 농도 변화와 안정동위원소비 변화를 통해 식물성 플랑

크톤의 암모늄 섭취와 재생산율을 추정하였다. 각 항목의 추정식

은 다음과 같다(Blackburn, 1979).

(2)

(3)

여기에서 P0=초기 NH4
+ 농도, p(t)=시간 t의 NH4

+ 농도, d=재생산

속도, i=섭취속도, R0=초기 15N 비율, R(t)=시간 t의 15N 비율, 15n=

자연상태의 15N 비율(0.365%)을 나타낸다.

명배양에서는 암모늄 섭취가 활발하여 시간당 약 1.6 µM이 감

소하였지만, 암배양에서는 섭취속도가 명배양 보다 절반 정도로

줄어들었다(Fig. 6). 재생산의 경우도 암배양보다 명배양에서 높은

값을 보였는데, 속도가 시간당 1.2 µM에 달하였다. 이처럼 source와

sink 과정이 동시에 일어나는 경우 단순히 암모늄 농도만 측정해

P t( ) P0 d i–( )t+=

Ln R t( ) n
15

–[ ] Ln R0 n
15

–( )
d

d i–( )
------------- Ln

P t( )

P0
---------–=

Fig. 5. Changes in (a) ammonium concentration and (b) 15N pro-

portions in the ammonium ion over time in seawater incubation experiments

with water samples of the Youngsan River Estuary.

Fig. 6. Ammonium uptake and regeneration rates during incubation

experiments with seawater samples of the Yeongsan River Estuary.
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서는 각 과정의 크기를 파악할 수 없다. 따라서 본 실험과 같이 동

위원소 추적자를 이용한 배양실험을 통해 각 과정의 상대적인 중

요성을 정량화하는 것이 필요하다. 

결 론

최근에 성능이 개선된 HPLC 펌프를 이용하여 암모늄의 동위원

소비를 측정할 수 있는 시스템을 구축하였다. Syringe pump를 이

용하지 않아 시스템 구축비용을 줄였으며, 한번에 측정할 수 있는

시료 수 한계를 없애는 등의 개선을 이루었다. Matlab 프로그램을

이용하여 자료를 처리하였으며, 이를 통해 retention time 계산 과

정도 개선할 수 있었다. 측정 자료가 디지털 형태로 되어 있기 때

문에 향후 다양한 retention time 계산법을 시도하는 것이 가능할

것이며, 이를 통해 RTS를 더 정밀하게 계산할 수 있을 것으로 판

단한다. 
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