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全窒素・全リン測定 
 
 

TNPC-4110 Plus による排水中の 
全窒素・全リン測定 

 

閉鎖性海域の富栄養化の改善を図るため、当該海域へ排出
される有機汚濁物質の総量を基準値以下に削減する目的で、
1979 年から水質総量規制が施行されています。第 5 次水質
総量規制から対象項目に全窒素と全リンが追加指定され、対
象事業所の多くは、自動計測器を用いてこれらを測定してい
ます。第 5 次水質総量規制以来使用されてきたオンライン全
窒素・全リン計 TNPC-4110 シリーズはさらにその性能・機
能を向上させ、TNPC-4110 Plus シリーズとしてモデルチェ
ンジされました。 

全窒素の測定には、これまで同様に高い酸化分解力と干渉
に強い検出力を持つ「熱分解・ケミルミ方式」を採用し、夾
雑物や海水が混入する試料でも干渉影響をほぼ受けること
なく測定することができます。さらに本シリーズでは試薬と
測定シーケンスを改良し、全リンの測定においても夾雑物の
影響をできる限り低減し、高精度で測定することができるよ
うになりました。 

本稿では TNPC-4110 Plus で海水やミネラルを含む試料を
測定した例を紹介します。 

M. Tanaka 
 
 

 
 

 

 全窒素（TN）分析方法 
TNPC-4110Plus の全窒素（TN）測定は、熱分解・ケミルミ

方式を採用しています。この方式は、紫外吸光光度法では干
渉成分となる臭素イオンや金属イオンの影響を受けずに測
定できます。したがって、試料に海水が混入していても、共
存物質の影響を受けることなく測定することができます。 

海水を 2 倍に希釈した溶液に窒素化合物を 0.5 mgN/L（窒
素濃度が 0.5 mg/L）になるように添加したものを試料として、
総和法（手分析）、紫外吸光光度法（手分析）、熱分解・ケ
ミルミ法で測定しました。 

 
表 1 TNPC-4110 Plus 全窒素測定条件 

分析計 : 全窒素・全リン計 TNPC-4110 Plus 
測定項目 : 全窒素（TN） 
測定方法 : 熱分解 - 化学発光法（ケミルミ法） 
校正 : 0-2 mgN/L 硝酸カリウム水溶液による 2 点校正 

（フルスケール(FS)：2 mgN/L） 
試料 : 2 倍に希釈した自然海水に、0.5 mgN/L になるよう

に硝酸カリウムを添加した液 
 

 全窒素（TN）分析結果 
各分析法で測定した結果を表 2 に示します。総和法による

測定値を基準として、紫外吸光光度法および TNPC-4110 Plus
の測定値との差を分析計のフルスケール比として算出した
ものを表の右欄に示しています。紫外吸光光度法では大きな
値になり、海水に含まれる成分による干渉影響が出ているこ
とがわかります。一方、TNPC-4110 Plus では総和法とほぼ同
等の測定値になり、海水成分の影響を受けることなく測定で
きていることがわかります。 

 
表 2 全窒素 測定結果 

分析法 測定原理 測定結果 
（mgN/L） 

総和法との差 
（FS 比） 

手分析 総和法 0.59 ー 
手分析 紫外吸光光度法 0.84 +12.5％ 

TNPC-4110 Plus 熱分解・ケミルミ法 0.54 -2.5％ 

 
 
 

■  前言
Favipiravir（商品名：Favipiravir®）是由富士胶片 富山化学

株式会社开发的一种 RNA聚合酶抑制剂，被作为抗流感药物。
C229应用报告中介绍了通过使用人工预处理方法的 LC/MS/MS

完成稳定、高灵敏度测定的案例。然而，采用人工预处理方法进
行血浆样本的预处理会产生一定的作业负荷。本文为您介绍使用
带全自动预处理装置的 LC/MS/MS系统分析人血浆中 Favipiravir

的方法，该方法可以避免人工操作造成的偏差和样本拿取错误，
减少样本的暴露风险（图 1）。

E. Imoto, D. Kawakami

■分析条件及样品的预处理
测定目标化合物 Favipiravir（PN：C8720＊ 1)、及其稳定同

位素标准品 [13C,15N]-Favipiravir（PN：C8853＊ 1）均从岛津制
作所集团下属企业 Alsachim公司购买，[13C,15N]-Favipiravir 作
为内标物质使用。在市售的经过 EDTA 2K处理的人血浆中添加
Favipiravir，配制了标准曲线和 QC样品。使用表 1所示的 LC及
MS的分析条件、表 2所示的MRM参数进行了测定。分析色谱
柱使用了Shim-pack Scepter™ C18-120（50 mm×2.1 mm I.D., 1.9 

μm、P/N：227-31012-03）。图 3所示为各化合物的MS色谱图
及结构式。

各空白血浆中 Favipiravir浓度为 1、2、5、10、20、50、
100 μg/mL，作为校准点，分别以 n=5绘制标准曲线。使用乙腈
制备 [13C,15N]-Favipiravir（20 μg/mL）的溶液，作为 ISTD使用。
图 2显示了 Favipiravir的血浆样品的预处理方法。向 50 μL的血
浆内添加 20 μL的 75 %IPA水溶液、10 μL的 ISTD、200 μL乙腈，
混匀，之后使用 PTFE膜过滤器过滤等过程全部为自动处理，处
理后的样品直接用于 LC/MS/MS分析。
*1 岛津 GLC及 Alsachim产品编号

■  血浆中 Favipiravir的全自动预处理
在通过 LCMS™分析血浆中的低分子量化合物时，通常使用

有机溶剂进行蛋白沉淀处理，然后收集上清液并将其用于分析。
在带全自动预处理装置的 LC/MS/MS系统中，直接将分离了血浆
的采血管放置在系统中，就可以全自动进行上述预处理（图 2）。
LC/MS/MS分析的同时进行下一样品的前处理，因此可大幅缩短
分析单个样品所需的时间。

从血浆的预处理到通过 LC/MS/MS测定 Favipiravir的过程，
每个样品的分析时间为 6.5分钟。

图 1 带全自动预处理装置的 LC/MS/MS系统（CLAM™+LC/MS/MS）

No. C230 

图 2 全自动预处理的工作流程

表 2 Favipiravir 及[13C,15N]-Favipiravir 的 MRM 参数

化合物名称 离子

Favipiravir 
定量离子对 157.70 85.10 

定性离子对 157.70 113.20 

[13C,15N]-
Favipiravir 

定量离子对 159.70 85.10 

定性离子对 159.70 113.20 

进样方式 进样方式 进样方式

质谱分析 
4.0min

质谱分析 
4.0min

质谱分析 
4.0min

脱蛋白 5min 脱蛋白 5min

CLAM-2030 的脱蛋白方案

吸取样品和 吸取试剂 振摇 过滤

血浆50µL
PIFE 膜
孔径 0.45µm
60sec
 

前体离子（m/z） 产物离子（m/z）
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表 1 LC及 MS的分析条件

＜ LC分析条件＞ ＜MS分析条件＞

UHPLC Nexera™ X2 LC/MS/MS系统 LCMS-8060

分析柱
Shim-pack Scepter C18-
120（50 mm x 2.1 mm I.D., 
1.9 μm）

接口 加热 ESI

流动相 A：0.05%甲酸 -水
B：0.05%甲酸 -乙腈

MS检测模式 MRM (+)

梯度程序
（%B）

5 %（0 ‒ 0.30 min）➡
30 %（0.35 min）➡
90 %（1.50 ‒ 2.50 min）
➡ 5 %（2.60 ‒ 4.00 
min）

加热块温度 400 ℃

流速 0.4 mL/min DL温度 250 ℃
柱温箱温度 40 ℃ 接口温度 300 ℃
进样量 1.0 μL 雾化气流量 3 L/min

清洗溶液
（仅进样针外
部清洗）

MeOH
干燥气流量 10 L/min

加热气流量 10 L/min
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LCMS、Nexera、IonFocus、Peakintelligence和 LabSolutions Insight是岛津制作所株式会社在日本及其他国家的商标
SIMCA是 Sartorius Stedim Data Analytics AB的注册商标。

■分析系统的稳定性试验
为了评估本次建立的分析系统的稳定性及反复重现性，使用将

血浆中浓度制备为 10 μg/mL的试样，连续测定了 100次。每次进
样得到的面积值用第一次进样得到的面积值归一化和统计的结果如
图5所示。连续测定100次的结果发现，Favipiravir 的%RSD为2.9%，
[13C,15N]-Favipiravir 的%RSD为 3.2%，具有较高的注入重现性。上
述结果表明，本分析系统可以长时间维持高灵敏度分析，具有良好
的稳定性。

本文件中记载的产品尚未作为医疗器械得到医药品医疗器械法的批准和认证。
无法用于治疗诊断目的，无法通过正常程序使用。

CLAM、LCMS、Shim-pack Scepter及 Nexera是岛津制作所株式会社在日本及
其他国家所使用的商标。
Favipiravir是富士胶片富山化学株式会社的注册商标。
此外，本文中出现的公司名称和产品名称是各公司的
商标及注册商标。

 

 

 

 

 

图 3 Favipiravir（左）、[13C,15N]-Favipiravir（右）的 MS 色谱图及结构式

 

Favi piravir 

ID 

 --- --- --- ---空白样品

 

1 1.04 4.3 104 

 2 2.00 1.9 100 

5 4.77 2.4 95 

 10 9.87 1.9 99 

20 19.7 3.5 99 

50 52.7 1.0 105 

100 97.9 5.6 98 

 

表 4 血浆中 Favipiravir 分析的并行精度

 

 
 

 

  

Favipiravir 

低 3 2.90 2.2 97 

中 50 48.3 3.0 97 

高 90 84.8 1.6 94 

 

表 5 血浆中 Favipiravir 分析的日间重现性

 
   

Favipiravir 

低 3 2.95 0.2 98 2.94 7.6 98 2.64 3.7 88 

中 50 49.3 1.0 99 47.1 2.8 94 46.0 3.6 92 

高 90 85.8 1.3 95 81.3 1.0 90 79.4 1.7 88 
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1:Favipiravir 157.7000>113.2000(+) CE: -21.0
1:Favipiravir 157.7000>85.1000(+) CE: -24.0

Favipiravir 
分子式：C5H4FN3O2
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[13C,15N]-Favipiravir
分子式：C4

13CH4FN2
13NO2

R2＝0.9987

浓度比 (ppm)
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Favipiravir
y = 4.271482x - 0.01579703
R2 = 0.9987602    R = 0.9993799

Mean RF: 4.186630e+000
SD RF: 1.494794e-001
%RSD: 3.570400

精密度 
%RSD  

精确度  
% 校准曲线加标浓度

（µg/mL）
平均浓度

（µg/mL）

1 级
2 级
3 级
4 级
5 级 

6 级
7 级

标准曲线的种类：默认（直线）
权重：默认值(1/C)
原点通过 默认值（不通过）

化合物 QC 样品 加标浓度
（µg/mL） 平均浓度 

（µg/mL）
精密度
RSD%

精确度
%

批内分析（n=6）

化合物 QC样品
加标浓度

（µg/mL） 平均浓度
（µg/mL）

精密度
RSD%

精确度
%

平均浓度
（µg/mL）

精密度
RSD%

精确度
%

平均浓度
（µg/mL）

精密度
RSD%

精确度
%

第1天（n=3）平均值 第2天（n=3）平均值 第3天（n=3）平均值

■标准曲线的绘制
表 3所示为使用带全自动预处理装置的 LC/MS/MS绘制标准曲线的结果。在所设定的定量范围取得了 R2=0.9987的良好线性。通过评

估准确度（准确性）及精度（重复性）发现，在包含定量下限的全浓度范围中，精度为%RSD 1.0 %-5.6 %。此外，准确度为 95 %-105 %，
在 100±15 %范围以内。

表 3 使用全自动 LC/MS/MS分析血浆中 Favipiravir时的线性、准确度及精密度

■评估使用 QC样品的分析系统的适
    用性

将血浆中浓度分别制备为 3、50、90 μg/mL的试样作为 QC样
品，评估了并行精度（表 4）及 3天的日间重现性（表 5）。并行
精度的评估结果是，Favipiravir的精度为%RSD 1.6% -3.0%。此外，
准确度为 94%-97%，在 100±15%范围以内。日间重现性的评估
结果是，Favipiravir的精度为%RSD 0.2%-7.6%。此外，准确度为
88%-99%，在 3天各自的 QC样品测定中达成了 100±15%。

■结论
建立了带全自动预处理装置的 LC/MS/MS分析系统进行血浆中

Favipiravir测定的方法。绘制标准曲线后发现，具有良好的线性。
使用 QC样品对重复性和日间重现性进行评估后，得到了良好的准
确性和重现性。


