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インドネシア産カカオ豆とチョコレートのオクラトキシンAとBの汚染調査

Arum Baasithu・ 川村理

Occurrence of ochratoxin A and B in Indonesian cocoa beans and chocolate 

Arum Baasithu and Osamu Kawamura 

Abstract 

Ochratoxins A (OTA) and B (OTB), mycotoxins with nephrotoxicity, were contaminated wheat, cocoa beans, 

these products, and others. Indonesia is the third largest producer of cocoa beans in the world, but since there are no 

reports of occurrence of OTA and OTB in Indonesian cocoa beans and chocolate, we analyzed OTA and OTB by im-

munoaffinity column-HPLC method. As the results, 7 cocoa beans (21.9%) were contaminated with 0.98μg/kg 

OTA in average and 16 cocoa beans (50.0%) were contaminated with 0.95μg/kg OTB in average. 7 chocolates 

(29.2%) were contaminated with 0.15μg/kg OTA in average and 14 chocolates (58.3%) were contaminated with 

0.13μg/kg OTB in average. The concentrations of OTA and OTB were low enough that it was not consider~d to have 

a significant impact on human health. This is the first report of OTA and OTB contamination in Indonesian cocoa 

beans and chocolate. 
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緒 ロ

オクラトキシンA (ochratoxin A, OTA, 図1) は， As-

pergillus ochraceus, A. carbonarius やPenicilliumverruca-

sumなどのカビが産生するマイコトキシンで，麦類を中

心とした穀物やその加工品，コーヒー， ココア，ビー

ル，ワインなどを汚染する腎毒性や腎発がん性を有す

る (1). オクラトキシンB (ochratoxin B, OTB) は， OTA

の脱クロル体であり（図1). OTAよりは毒性が弱いなが

ら同様に肝臓．腎臓障害などの毒性を有している (2,3). 

インドネシアはカカオ豆の主要な生産国で， 2018年は世

界第3位で約59万トンを生産した (4). 一般的に，カカオ

豆は収穫後，生産国で発酵と乾燥され，この状態のカカ

オ豆が輸出される (5). 輸入されたカカオ豆は，主に消費

国で焙煎後，磨砕，混合，微粒化精錬，調温，充填，

冷却などの工程を経てチョコレートヘ加工される．カカ

オ豆は主に高温多湿な熱帯地方で発酵と乾燥が行われる

ために，カビが増殖しマイコトキシン汚染がしばしば起

こっている (6). インドネシア産のカカオ豆やチョコレー

トのオクラトキシン汚染に関する報告はほとんどないの

で，我々が確立したイムノアフィニテーカラム (immu-

noaffinity column, IAC)-HPLC法(7)でインドネシア産力

カオ豆のオクラトキシン汚染を調査した．

方 法

試験試料

Indonesian Coffee and Cacao Research Instituteに依頼し

て収集した発酵後乾燥したインドネシア産 (2015-16年

産）のカカオ豆を32検体を実験に用いたまた．インド

ネシア国内で販売されていたチョコレート24検体を収集

し実験に用いた．

カカオ豆からのOTAとBの抽出と前処理

DesmarchelierらのQuEChERS法 (8) を参考にして行っ

たまず，粉砕機 (AbsoluteVita-Mix Blender, 大阪ケミ

カル（株））で粉砕したカカオ豆5gに蒸留水25mLを加え，

ワーリングボトルブレンダー 7011HBC型（大阪ケミ

カル（株）） 14,000 rpmで1分間ホモジナイスを行った．

この泥漿12mLを取り， 10mLのアセトニトリル：酢酸
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図l オクラトキシンAとBの構造式

(995 : 5, v/v) を加え， 200rpmで30分間振とう抽出し

たこの溶液に4gの硫酸マグネシウムと1gの塩化ナト

リウムを加え， 1分間激し・く振とうした. 3,000 rpmで20

分間遠心した上清のアセトニトリル層を2mL取り， 23

mLのPBSで希釈した（最終アセトニトリル濃度8%).

この希釈液をガラス繊維ろ紙 GS-25でろ過し，このろ液

lOmLをIACに負荷した．

IAC-HPLC法

川村らの方法 (4)に準拠して行ったすなわち， OTB.2

抗体を結合させたゲル0.3mLを詰めたムロマックミニカ

ラムs(室町ケミカル（株））に， PBSを10mL流して平
衡化を行った．次にサンプルをlOmL負荷した. PBS 10 

mLでカラムを洗浄後，メタノール3mLでOTAを溶出し，

通気させて溶出液を完全にカラムから除去し，試験管に

分取した．溶出液は，減圧乾固後， 1mLのアセトニト

リル：水 (40:60,v/v)に再溶解し， HPLC分析を行った．

HPLCはいずれも（株）島津製作所のシステムコントロー

ラー (SCL-lOAv,), 送液ユニット (LC-20AD), オート

インジェクター (SIL-20AHT), カラムオーブン (CTO-

lOA), 蛍光検出器 (RF-20Axs) とカラム (Shim-pack

XR-ODS, 3.0 mm i.d. x 100 mm) を用い，移動相には，

アセトニトリル：水：酢酸 (40:58:2,v/v/v) を使用し，

注入量は10μL, 流速は0.5mL/min, カラム温度は50℃,

波長は335mn(励起）， 465mn(蛍光）で行った．

チョコレートからのOTAとBの抽出と前処理

板チョコレートなどは，乳鉢でできるだけ細かく砕い

たこのチョコレート細片10gに40mLのメタノール：

1%炭酸水素ナトリウム (7: 3, v/v) を加え，ワーリン

グボトルブレンダー 7011HBC型で14,300rpmで3分間

ホモジナイズし抽出した．抽出液をAdvantec5Cのろ紙

でろ過し，このろ液lOmLに50mLの 0.5%Tween 20を

含むPBSで希釈した．希釈液をガラス繊維ろ紙Advantec

GS-25でろ過したこのろ液lOmLをIACに負荷した．

上記を同様にクリーンアップ後， HPCL分析を行った．

表l カカオ豆とチョコレートでの添加回収実験 (n=3)

検体
OTAとOTBの 回収率土SD(%)

添加量 (μg/kg) OTA OTB 

カカオ豆
1 115.1土4.4 105.2士9.0

5 88.6士8.7 82.5土9.3

1 94.9士0.6 104.0土1.4

チョコレート 2 96.5土2.3 101.8士3.1

4 99.8土1.6 102.7士4.4

添加回収実験

カカオ豆では，粉砕したカカオ豆にOTAとBがそれぞ

れ1と5μg/kgとなるように添加したまた，砕いたチョ

コレート片OTAとBがそれぞれ1,2, 4μg/kgとなるよう

に添加したそれぞれを上記の方法で分析しOTAとBの

添加回収実験を行った．

結果および考察

添加回収実験

添加回収実験の結果を表lに示したカカオ豆の場合，

OTAとBの回収率は82.5~115.1 %でバラッキも大きかっ

たが概ね良好であったまた，カカオ豆の場合の回収率

は， 94.6~104.0%で標準偏差も5%以下で良好であった．

＼インドネシアのカカオ豆と市販チョコレートのOTAとB

の汚染

インドネシアのカカオ豆と市販チョコレートのOTAと

Bの汚染の結果を表2にしました．カカオ豆の場合は， 7

検体 (21.9%)から0.98士1.29μg/kg(平均士SD)のOTA

が検出され， 16検体 (50.0%)から0.95土0.79μg/kg(平

均土SD)のOTBが検出された. OTAとBの最大値はそれ

ぞれ3.66と3.12μg/kgであったまた，チョコレートの場

合は， 7検体 (29.2%)から0.15士0.16μg/kg(平均士SD)

のOTAが検出され， 14検体 (58.3%)から0.13土0.10μg/

kg (平均土SD)のOTBが検出された. OTAとBの最大値

はそれぞれ0.27と0.38μg/kgであった. Turcotteらは，カ
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表2 インドネシアのカカオ豆と市販チョコレートのOTAとBの汚染

検体 検体数 トキシン 陽性数

OTA 7 
カカオ豆 32 

OTB 16 

OTA 7 
チョコレート 24 

OTB 14 

ナダで収集したダークチョコレート20検体全てがOTA陽

性で，平均値は0.39μg/kg(最小0.17,最大0.65μg/kg) で

あり， ミルクチョコレート10検体7検体がOTA陽性で，

平均値は0.19μg/kg(最小0.10最大0.33μg/kg) と報告 (8)

したこの論文ではOTBの分析は行っていなかった．

我々の実験ではダークチョコレートとミルクチョコレー

トの区別はしていないが， OTAの検出率はTurcotteらの

報告よりかなり低い29.2%であり，平均汚染濃度や汚染

範囲は， ミルクチョコレートと概ね同程度であった．

カカオ豆からチョコレートを製造中にOTAは93.6%減

少するのと報告がある (9). 本報告の結果もほぼ同様で

あった

摘 要

オクラトキシンA (OTA) とB (OTB) は，麦類，カ

陽性率
平均値士SD 最小ー最大

(μg/kg) (μg/kg) 

21.9% 0.98士1.29 0.33-3.66 

50.0% 0.95士0.79 0.33-3.12 

29.2% 0.15土0.16 0.12-0.27 

58.3% 0.13士0.10 0.13-0.38 

カオ豆やこららの加工品などを汚染する腎毒性を有する

マイコトキシンである．インドネシアはカカオ豆の世界

第3位の生産国であるが．インドネシア産のカカオ豆や

チョコレートのOTAとBの汚染に関する報告はないの

で，我々が確立したイムノアフィニテーカラム—HPLC

法でインドネシア産カカオ豆のオクラトキシン汚染を調

査行ったその結果，カカオ豆の場合は， 7検体

(21.9%)・ から0.98土1.29μg/kg(平均士SD)のOTAが検

出され, 16検体 (50.0%) から0.95土0.79μg/kg(平均土

SD) のOTBが検出されたまた，チョコレートの場合

は.7検体 (29.2%) から0.15土0.16μg/kg(平均土SD)

のOTAが検出され. 14検体 (58.3%) から0.15士0.10μg/

kg (平均土SD)のOTBが検出された．これらの汚染濃

度は充分に低く，ほぼ安全なレベルであると考えられ

たインドネシア産のカカオ豆やチョコレートにOTAと

Bの汚染があることの初めての報告である．
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