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　アフラトキシン（以下AF）は真菌が産生するカビ毒で，

微量で強い発ガン性物質であることから各国で食品に対

して規制値（日本ではAF B１が１０ppb以下）を設けており，

特に近年の輸入食品の種類や量の増加によるAFの汚染

が食品衛生上の問題となっている。

　食品中のAFの分析法は昭和４６年通知「環食第１２８号」＊

で規定されているが，操作が煩雑で多くの操作時間を必

要とし，抽出等にクロロホルム等の毒性の高い溶媒を多

用し，シリカゲルTLCを行うこととされている。

　一方，高速液体クロマトグラフィーを用いる測定法が

上村等１），食品衛生検査指針２）及び衛生試験法注解３）に

示されているが，抽出溶媒はクロロホルム，クリーンアッ

プはフロリジルオープンカラムを使用する方法であり，

回収率でも満足する方法とはいえない。

　これらの問題に対処するために，人にも環境にもク

リーンな市販ミニカラムを用いた方法について報告され

るようになってきた４）５）６）７）８）。そこで今回，これらの市

販カラムでのナッツ類及び香辛料のAF分析の有用性を

検討した結果について報告する。（＊この試験法は 平成

１４年３月２６日付け食監発第０３２６００１号で廃止となった。）
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　市販品のナッツ類（ピーナッツ，カシューナッツ，アー

モンド，ピスタチオ，マカダミアナッツ）及び香辛料

（白コショウ，黒コショウ，一味唐辛し，ナツメグ）
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　クロロホルム，アセトン，n－ヘキサン（残留農薬分析

用・和光純薬�及び関東化学�）アセトニトリル，メタ

ノール（液体クロマトグラフィー用及び残留農薬分析用・

和光純薬�及び関東化学�），トリフルオロ酢酸（以下

TFA東京化成�，MERCK），無水トリフルオロ酢酸（以

下無水TFA東京化成�），アフラトキシン標準試薬（B１，

B２，G１，G２シグマ製），Bond Elut Jr SAX ５００mg （Varian

製），Isolute Multimode ５００mg ３ml（International Solvent 

Technology製），MultiSep #２２６，#２２８・MycoSep#２２８（TM 

Labs．Inc．製）
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じて実施。試料１０gを水湿潤後クロロホルム ５０ml，１０分

振とう抽出，脱水後遠心分離し，残渣をクロロホルム

２５mlで１０分振とう抽出後遠心分離する。クロロホルム層

を合わせて無水硫酸ナトリウムで脱水ろ過，フロリジル

カラム（無水硫酸ナトリウム５g，フロリジル０．７g，無水

硫酸ナトリウム０．１g）精製，溶媒乾固後４ml定容とする。

半量を溶媒除去後，TFA０．１mlを添加後密栓，撹拌し１５分

間冷暗所放置し，水/アセトン（９/１）０．９mlを加え溶解

する。
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�����������������　試料１０g

をアセトニトリル４０mlで１分バイオトロン 抽出，遠心分

離後上清を分取し，溶媒除去（５０℃），１０％アセトン/ヘ

キサン１０mlに（以下A/H）溶解，２mlをSAXカラムに負荷

する。１０％A/H１０ml洗浄後，５０％A/H１０mlで溶出，溶媒

除去する。以下１）と同様に処理する。
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���　穐山等６）の方法

に準じ，試料１０gをアセトニトリル/水（９/１）４０mlで１

分間バイオトロン抽出後遠心分離。上清２mlを
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　公定法＊のクロロホルム抽出―フロリジルオープンカラム精製に代わる，種々の市販ミニカラムを用いた抽出を検討

した。Bond Elut Jr SAXは廉価でナッツ類の回収率は良いが，カラム負荷で溶媒変換の必要があった。多機能カラム

Isolute Mutimodeはナッツの種類と，アフラトキシンの一部で回収率が７０％台に低下するものがあった。多機能カラム

MycoSep及びMultiSepはナッツ類及び香辛料の分析において簡易で良い回収率が得られた。（＊この試験法は 平成１４年

３月２６日付け食監発第０３２６００１号で廃止となった。）
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MULTIMODEカラムに負荷し流出液を分取する。アセト

ニトリル/水（９/１）１mlで溶出し，負荷流出液と溶出

液を合わせ溶媒除去する。

　以下１）と同様に処理する。
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������　 穐山等８）

の方法に準じ， 試料１０gを３）と同様に処理し，上清５

mlをMycoSep#２２６カラムに負荷し最初に溶出する１mlを

窒素パージ溶媒除去後TFA処理し，水/アセトニトリル

（９/１）で１mlとする。

　香辛料についてはMultiSep#２２８を用い，試料１０gをアセ

トニトリル/水（９/１）８０mlで３０分振とうし，以下同様

に処理する。溶出液０．５mlを窒素パージ溶媒除去し，

０．１mlTFAで処理，水/アセトニトリル（９/１）０．４mlを

加え溶解する。
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　HPLC：島津LC１０及びHP１１００　カラム：東ソー�製 

TSKgel ODS-８０Ts及 びGL社Inertsil ODS-�　移 動 相：

２０％アセトニトリル　流速：１ml/ml　蛍光検出器：

Ex３６５nm Em ４５０nm　注入量：１０ ��
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　この方法は，公定法に準じたクロロホルムを用いた抽

出法で，平成１０年度に作成した当部のSOPであるが，標

準物質でのカラム精製以降からの回収率は（表１），AF 

G１，B１，G２，B２各々平均値（n=３）で５２，７９，５７，８１％

と，G１，G２の回収率が低く，またバラツキも大きかった。
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������� （％）　

　

　標準添加濃度試料換算　１０ppb
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　このカラムは陰イオン交換型カラムであるが，負荷及

び溶出を順相カラム的な使用をすることで，ナッツ類で

の回収率は８１～１００％であり，１）の方法より簡便で優れ

ていた（表２）。ピーナッツに標準添加した時のHPLCク

ロマトを図１に示した。HPLCでの分離カラムはTSKgel 

８０TsとInertsil ODS- ２の両方ともに良く分離できた。こ

の方法では試料からの抽溶媒であるアセトニトリルを，

カラムに負荷する際にはアセトン/ヘキサンに変換する

必要があるが，オープンカラム作成より簡便で，カラム

１本の単価は廉価である。
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　逆相，イオン交換からなる多機能カラムである。抽出

液をそのままカラムに負荷出来る利点があるが，ピー

ナッツのG１とカシューナッツのG１，B１で回収率が７０％

程度と低かった（表３）。　また，HPLC測定において，

移動相２５％アセトニトリルではTSKgel ODS-８０Tsカラム

ではB１への妨害ピークが分離出来なかったがInertsil 

ODS- ２では分離可能であった（図２）。
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　標準添加試料換算　５ppb　　　　　　　　　　　　　　n＝３
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　３）と同様に逆相，イオン交換からなる多機能カラム

で，抽出液をそのまま負荷出来，簡便な方法である。
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CV.％STD.AV.３２１
１６.９　８.８５２５３４３６１G１
１４.５１１.４７９８２６６８８B１
２０.３１１.７５７５８４６６９G２
１５.１１２.３８１８３６９９３B２
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　標準添加濃度試料換算　５ppb　　　　　　　　　　n＝３

cashewpeanut
CV.％STD.AV.CV.％STD.AV.
４.０３.２３８１７.８６.０５　８２G１
０.７０.６１９２１.８１.５９　９１B１
２.９２.６９９３４.７４.０２　８６G２
２.１２.０９９８１.４１.４２１００B２
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cashewarmondpeanut
CV.％STD.AV.CV.％STD.AV.CV.％STD.AV.
９.５６.８０７２７２９.９　９３３.４２.４２　７１G１
９.７６.８１７０７０８.４　８７３.９３.２６　８３B１
７.３７.０７９７９７６.０１０１１.３１.３０　９８G２
６.３５.９１９４９４６.６１００２.５２.６６１０５B２



　図３にマカダミアナッツの無添加と標準添加し

MycoSep#２２６カラム精製したクロマトを示した。最初の

１mlと次の１mlを分取して測定したクロマトの重ね書

きを示したが妨害ピークは出ていない。ナッツの種類に

よっては，カラムを通すことにより妨害物質も溶出して

くるため，最初の１mlを分取することとした。

　ピスタチオは移動相２５％アセトニトリルではG１とRt

が一致する妨害ピークがあり（図４），移動相を初期５

分間２０％アセトニトリルとし，１６分で２５％アセトニトリ

ルとすることで妨害ピークと分離出来た。
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　また，カラムを通すにつれてG１前の妨害ピークが増加

した（図５）。ピーナッツ，カシューナッツ及びアーモ

ンドでのMycoSep#２２６カラム精製での最初の１mlを分取

したクロマトを図６に示した。また，表４に示したよう

に，暫定規制値のあるナッツ類での標準添加回収率は良

好であった。
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　香辛料（一味唐辛子，ナツメグ，白コショウ，黒コ

ショウ）ではMultiSep#２２８ カラムを用い，ナッツ類と同

じ操作法で処理すると，一味唐辛子以外ではG２が妨害

物質と重なるため，２０％アセトニトリルの一定濃度とす

ることで分離が可能となったが回収率が低く，特にG２，B

２では約３０％であった。

　原因としてはTFA処理後に赤褐色で血餅状の沈殿が出

来，１０％アセトンや１０％アセトニトリルに完全に溶解し

ないためと考えられた。この不溶物は５０％アセトニトリ

ルでは溶解したが，AFの回収率は約８０％程度であり，全

体のピークも妨害が大きかった。

　そこで，試料１０ｇに対して抽出溶媒を倍量の８０mlとす

ることで，TFA処理後の問題もなくなり，満足する回収

率が得られた（図７，表５）。MycoSep型は手動による押

し出しタイプであるたため，流速がコントロールし難い

がMultuSep型はシリンジタイプのため流速コントロール

が可能である。
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　標準添加濃度試料換算　１０ppb　　　　　　　　　　n＝３

　両方のタイプでの香辛料の回収率を検討したが回収率

には差はなく，MultiSep型の方がややクロマトがきれい

であった。

　また，TFA処理に用いる試薬について文献によっては

無水TFAとTFAの両方が記載されているが，試料無添加

の標準だけでのピーク面積比を検討すると，無水TFAで

は，B１が７６～８３％，B２が５６～６３％と低く，普通のTFA

－82－
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　標準添加濃度試料換算　５ppb　　　　　　　　　　n＝３

armondcashewpistatiomacadamiapeanut

９８±０.９７９８±１.８　９８±３.１９７±２.８９８±１.５G１

９８±２.８　９８±４.９１０２±４.０９５±２.２９７±１.３B１

９７±２.６　９８±１.５　９７±３.２９７±２.３９８±４.１G２

９６±１.３　９９±４.１　９９±４.１９４±２.６９７±３.３B２
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一味唐辛子ナツメグ黒コショウ白コショウ
９１±３.９８６±１.１８９±２.３８７±２.８G１
９６±３.０９０±４.１９７±３.７９６±５.５B１
９４±５.７９４±２.５９１±４.２９５±５.９G２
８５±５.２８１±０.６９１±３.２８３±１.６B２
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を用いる方が感度は高いことがわかった（表６）。

��������	��� （％）　
　

n＝２　

　以上種々のカラムを検討したが，ナッツ類は多機能カ

ラムMycoSep#２２６，香辛料は多機能カラムMultiSep#２２８，

MycoSep#２２８で回収率が良く，簡便であると考えられた。

　カラム１本当たりの単価は，SAXカラムやMultimodeカ

ラムの４倍程度と高価であるが，カラム負荷の際の溶媒

変換がなく，操作が容易である。

　なお，これら多機能カラムによるアフラトキシンの試

験法が，平成１４年３月２６日付け食監発第０３２６００１号によ

り，採用された。

��������	
���

　AF ０．２５ppbでのHPLC再現性試験結果を表７に示した。

標準での検出下限値を３σとすると０．０５ppb，定量下限値

を１０σとすると０．１５ppbとなる。多機能カラムMycoSep，

MuliSepを用いた場合の試料換算（試料１０Ｇ・注入量１０

��）の定量下限値は，ナッツ類では０．６ppb，香辛料は

１．２ppbとなる。　
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１）フロリジルオープンカラムでの回収率は，AFG１，

B１，G２，B２で各々５２，７９，５７，８１％でありG１，G２

の回収率が低かった。

２）BOND ELUT Jr SAX（５００mg）カラムはナッツ類で

の回収率は８１～１００％であり，カラムも廉価であるが，

カラム負荷の際に抽出溶媒を変換する必要がある。

３）多機能カラムISOLUTE MULTIMODEカラムはピー

ナッツのG１，カシューナッツのG１，B１の回収率で

７０％ 程度と低かった。

４）多機能カラムMycoSep#２２６はナッツ類，MycoSep#２２８，

MultiSep#２２８カラムは香辛料で良い回収率を示し，操

作も簡便である。　

　　定量下限値はナッツ類で０．６ppb，香辛料で１．２ppbで

ある。

　　なお，これら多機能カラムによるアフラトキシンの

試験法が，平成１４年３月２６日付け食監発第０３２６００１号に

より，採用された。
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２０ppb１０ppb５ppbSTD濃度
９７９７９９G１
８１８３７６B１
９７９７９９G２
６３５９５６B２
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　１０��注入　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝５　

１０σ３σstdAV
０.１１０.０３０.０１１０.２６４G１
０.１１０.０３０.０１１０.２６３B１
０.１５０.０５０.０１５０.２８６G２
０.１４０.０４０.０１４０.２５０B２


