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Spośród znanych obecnie około 130 mikotoksyn kilka jest
szczegóIlie toksycznych, wykazujących działanie rakotwór-
cze. Do takich właśnie należy też sterigmatocystyna (STC).
Pleśnie produkujące sterigmatocystynę występują powszech-
nie w przyrodzie. Stanowić to może zagrożenię dla zdrowia
publicznego ze względu na lyzyko zakażęnia tymi pleśniami,
a tym samym i toksyną żywności i pasz. Stąd tez zwiększone
zainteresowanie badaczy tym związkięm, jego występowa-
niem w żywności i paszach, metodami oznaczanla oruz rolą
tego związku w biosyntezie aflatoksyn,

Strukfu ra chemiczna, właściwości, występowanie, biosynteza

Sterigmatocystyna została po taz pierwszy wyizolowana z
grzybni Aspergillus versicolor w 1954 r. przez Hatsuda i
wsp,, a w 8 lat później Bullock i wsp. określili jej strukturę
chemiczną (ryc, 1) (2,21), Długi czas w badahiach nad miko-
toksynami główną uwagę poświęcano aflatoksynom, odkąd

j ednak zostało dowiedziorle rakotwórcze działanie sterigma-
iocystyny - zyskała na znaczeniu. Podobnie jak aflatoksyny
STC jest pochodną dwufuranową o wzorze sumarycznym
CtsHtzOo i masie cząsteczkowej 324,3. Jest to substancja silnie
lewoskrętna, krystalizująca w formie bladożółtych igiełek,
których temperatura topnienia wynosi 246"C. Jest nierozpuszczal-
na w Wodzie i etęrzę naftowym, słabo rozpusz}zalna w eterze
etylowym, etanolu i meranolu oraz dobrze Iozpuszczalna w
chloroformie, pirydynie, acetonitrylu i cykloheksanię (2, 15,
26, 28). W świetle UV przy ?,, = 366 nm steńgmatocystyna
wykazuje ceglastoczerwoną fluoręscenc]ę. Z etanolowym roz-

Ryc, 1 Struktura chemiczna
stengmatocystyny

tworem chlorku glinu tworzy na
płytkach chromatografii cienko-
warstwowej kompleks glinowy,
wykazujący w świetle UY żółtą
fluorescencję z maksimum przy
około 380 nm (1l, 26,28),
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Sterignratocystyna wykazuje działanie toksyczne, rako-
twórcze i rnutageniczne (2, 22). Rzecaywista toksycznośC
STC rózni się w zalezności od sposobu przyjmowania, ro-
dz,aju zwierzęcia i innych ezynników" Dawka LDso waha się
od 32 mglkg nasy ciała małpy, 60"* 166 mgikg u samców
§zczurów, aż do 800 mgikg u my§zy. Większe niebezpieczeń-
stwo istnieje, gdy jest wstrzykiwana niż dostarczana z pokar-
mem, eo sugeruje, że jest absorbowanaz trudnością. §ymptomy
ehronieznego zatrucia sterigmatocy§tyną to rak wątroby u
szez,urów, norvotwór płuc u myszy, uszkodzenia nerek i wi-
doczne zmiany w wątrobie i nerkaęh afrykańskich małp zielo-
nyeh" Tnno zanotowane cbjawy to martwica mięśnia sęrcowego,
znriany w mętaholizmię kwasów nukleinowyeh, utrnta chro-
matyny z jąder konrórkowych, postępująca dcgraclaeja komór-
kowa z towarzy§zącą [ragmentaeja jądęr (2, 9), Rakotwóreza
dawka STC dla szczurów jest około 1000 razy wyż,sza niż
dawka aflatoksyny Bt (AFB1) dla tego §amego zwierzęcia,
Jędnakżę ilość sterigmatocystyny produkowanej przez A, ver-
sicolor jest generalnie znacznię większa niż ilość AFB1 pro-
dukowanej przez A. flavus (2, 28), STC wykazuje również
(oksyczne działanie wohęc baktęrii drażdży i pleśni (2).

Głównym producentem STC jest A, yersicolor. Może on
produkorvać 8 g STC/kg mąki kukurydzianej lub 1,3 mg
STC/g grzybni (9). Toksynę tę produkowaó mogą także innę
pleśnie z rodzaju Aspergillus, takie jak; A. flavus, A, parasi-
ri{us, A. nidulans, A, rugulosis, A, ąn,lstelodami, A, aurantio-
':brunneus, A, quadrilineatus, A. ustus, A. sydovi, A. ruber,
A, chewalieri, A, glaukus, A. bipoLaris, a takze inne rodzaje
pleśni, jak Chaetomium thielarioideum i C. udagawae oraz
Monocilium nordinnii (2,9,29). Oprócz STC niektóre z tych
szczepów rnogą produkować też związki pokrewne, takie jak:
O-metylosterignratocystyna, aspertoksin, dwuhydro-O-metylo-
sterigmatocystyna (A, flav us) oraz 5-metoksy-sterigmatocystyna,
dwuhydrosterigmatocysty na, dwuhydrodernetylosterigmato-
cystyna i sterigmatyna (A. versicolor) (ż).

A, versicolor jest pleśnią powszechnie występującą w przy-
rodzie. Jej obecność została stwierdzona w ziatnach zbóż,
mące, chlebie, suszonych owocach, serze, ryżu, jagodach,
konfiturach i produktach mięsnych, STC oznaczono jako na-
turalne zanleczyszczenię ziarna pszenicy, jęczmienia, ryżu
oraz zielonego i palonego ziarna kawy (9, ż2),

Paul i Thurm (I9, ż6) opisali badania, w których rózne
produkty zywnościowe zaszczepiano zarodnikami pleśni A.
versicolor i obserwowano powstawanie STC. Po inkubacji w
naturalnych warunkach obecność STC stwięrdzono w pla-
strach szynki w ilości 4-ż0 1lg na próbkę, w chlebie w ilości
0,02 - 0,Ą ,pg/g oraz na osłonkach dojrzał,ego salami w ilości
I-2 mglkg. Dobrym podłozem okazał się też sok winogrono-
wy, w którym stwierdzono 66 ;rgldm,', Badania 142 próbek
żywności pochodzenia roślinnego (owoców, warzyw, soków)
na spontaniczne, naturalne występowanie toksyny przyniosły
negatywne rezultaty,

Vęrsondęr i wsp. (28) w 1985 r. opisali występowanie STC
w paszy dla bydła mlecznego w USA. Toksyna występowała
w ilości 7,7 1lglg paszy i była przyczyną chorób, a nawet
śmierci bydła mlecznego. Z paszy tej wyizolowano 9 szczę-
pów A, versicolor, które były zdolne do produkcji STC w
ilości 13 - 89 pg/g rozdrobnionego ziarna zbóż. Była to pier-
wsza informacja na tenat występolvania STC w paszy dla
bydła mlecznego w USA.

Lepom i wsp. (15, 16) przebadali 69 próbek siana i słomy
na obecność szczepów A. yersicolor, l4,5Vo próbek byIo za-
kazonych tą pleśnią. Wyizolowano 19 szczepów A. versico-

lor, z których wszystkie produkowały STć, Ponad połowa
szczepów produkowała więcej niż 500 mg STC/kg rozdrob-
nionego ziarna zhóż" §ugeruje ta, że zbożę jest dobrym sub-
§tratem do produkcj i steri gmatocy sty ny, Zaszezepien ie próbki
siana o wilgotności 207o wysokotoksynotwórczym szczepem
A. versicolor i inkubacja 4 miesiąee w tęmperaturze pokojo-
wej i wilgotności rvzględnej powietrza 86,57o spowodowało
powstanie toksyny w ilości 0,89 rng/kg.

Juszkiewiez i wsp. (14) prowadzili badania 208 próbek mie-
szanek paszowyeh oraz 36 próbek koncęntratów paszowych
pochOdzących z krajowych wytwórni pasz,Zadna z badanych
pr nie była zanięęzy§zęzana s t yną,

nia przebiegu biosyntezy afl zały, że STe
jest prekursorem aflatok§yny Bt, Ich droga biosyntezy jest iden-
tyezna, Rclzpoczyna się Dna kondensacjąjednej eząsteczki aeetylo
koenzymu A (aeetylo CoA) i dziewięciu cząsteczek malonylo ko-
cnzymu A (malon1,lo CelA) do 2O-węglowego (Czo) polioctanu,
który jako niestatlilny produlfr pośredni po cyklizacji przez kwas
norsolorynowy przekształcany jest do awerantyny i awerufiny.
Ta z kolęi poprzęz octan wersikonalu przechodzi w wersikolo-
rynę A. Z substaneji tej powstaje sterigmatocystyna, która mclże
być przekształcana do AFBr (2, 5, 15)" Schemat biosyntezy STC
i AFBI przedstawiony jest na ryc, 2 (2),

1 ocetylo CoAłą
9 mqlonylo coA

o

,/ C20 - połio(tsn

o,Jn *.,.'iono,u

qtlotoksyno 81

Ryc. 2. Schemat biosyntezy sterigmatocystyny i aflatoksyny 81

Konwersja STC do aflatoksyn

Zagadńenie konwersji STC do aflatoksyn było szczegóło-
wo badane i stopniowo wyjaśniane przez Singha i wsp. (23),
Jeenaha i wsp. (13), Bhatnagara i Clevelanda (3,4,5,6,8),
Mashaly'ego i wsp. (17) oraz Yabę i wsp. (29).

Singh i Hsieh (23) odkryli, żę ekstrakt komórkowy pew-
nego szczepu A. parasiticus, wyrosłego na podłożu syntety-

91nym przekształcał sterigmatocystynę oznaczoną węglem

'oC do aflatoksyny B1 w obęcności NADPH. Konwersja za-

H:C

0H
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chodziła gwałtownie przez 25-3a min, przy optymalnym pH
1,5 - 1,8 w temp. 27'C. Usunięcie NADPH ze środowiska
wywoływało zmniejszenie zakresu konwersji o około 607o.
Rola NADPH w przedstawionej reakcji sugeruje, ze konwer-
sja zachodzi wg reakcji redox, a enzymem katalizującym re-
akcję jest najprawdopodobniej oksygenaza. Bazuląc na tych
odkryciach Mashaly i wsp, (17) dokonali izolacji, oczyszcze-
nia i próby charakterystyki enzymów odpowiedzialnych za
konwersję STC do AFBt, Izolacji dokonano z ekstraktu ko-
mórkowego i miazgi grzybni szczep:u A. flavus. Autorzy ci
dowiedli, że r eakcja j est katalizow ana przęz en zymy, bowiem
ani ekstrakt komórkowy, ani miazga grzybni poddane zago-
towaniu nie powodowały konwersji STC do AFBr,

Badania Jeenaha i Duttona (13) wykazały, ze ekstrakt ko-
mórkowy szczep! A. parasiticłs może przekształcać ste-
rigmatocystynę do dwóch różnych produktów: aflatoksyny
B1 i O-met1,Iosteńgmatocystyny (OMSTC), Zasugerowali oni,
że podobieństwo warunków rozdzińów chromatograficznych tych
dwóch metabolitów może powodować mylną konkluzję co do dro-
gi biosyntezy AtrBt. O-metylosterigmatocystyna jest wtórnym
metabolitem pleśniowym, który został wyizolowany z atlato-
ksynotwórczego szczepu A. flavtłs, jak również ze szczepów
Cheatomium, Fusarium i Monicilium (5). Początkowo uwazano,
ze O-metylosterigmatocystyna jest metabolitem ubocznym na
drodze biosyntezy aflatoksyn, Jędnakze prace Jeenaha i Dut-
tona (13) oraz wyniki uzyskane przez Bhalnagara (5) sugerują,
że OMSTC jest rzeczywistym metabolitem w procesie biosyntezy
aflatoksyn w przemiarrie sterigmatocystyny do AFBr lub AFGr.

Znacznym postępem w wyjaśnieniu mechanizmu konwersji
STC do AFBr były obszerne badania Bhatnagara i Clevelanda
(3, 4, 5, 6, 8). Z badań tych wynika, żę za konwersję STC
do AFBt odpowiedzialne są dwa enzymy. W ekstrakcie ko-
mórkowym szczepu A. parasiticus odkryli oni związanązfra-
kcj ą po stmikro somaln ą metyl otran sferazę (MT), katalizuj ącą
konwersję STC do OMSTC, oraz oksydoreduktazę (OR) prze-
kształcająca OMSTC do AFBt. Oksydoreduktaza zwtązana
była z frakclą mikrosomalną ekstraktu komórek grzybni, Mie-
szanina frakcji mikrosomalnej i postmikrosomalnej powodo-
wała przemianę STC do AFBr, Jak wykazano, aktywność
metylotransferazy jest stymulowana przez S -aden ozylometioni-
nę, natomiast oksydoreduktaza wymaga do swojej aktywności
obecności NADPH, Optymalne warunki reakcji katalizowanej
przez metylotransferazę do pH 7,5-8,5 i temp. 25-35"C, a dla
reakcji katalizowanej przez oksydoreduktazę pH 7,0 i temp.
I'7-23"C. Bhatnagar i wsp. (6) oczyścili i scharakteryzowalt
metylotransterazę odpowiedzialną za konwersję STC do
OMSTC. Oczyszczenle przeprowadzono metodą filtracji że-
lowej, Przyblizona masa cząsteczkowa natywnego białka wyno-
siła 160 kDa.

Uczeni japońscy (29) w badaniach nad STC i jej pochodnymi
takimi, jak demetylosterigmatocystyna (DMSTC) i dwuhydro-
demetylosterigmatocystyna (DHDMSTC) stwierdzili aktywność
dwóch róznych O-metylotransferaz. Wykazali oni, że demety-
losterigmatocystyna i dwuhydrodemetylosterigmatocystyna są
metylowane do sterigmatocystyny i dwuhydrosterigmatocystyny
przy udziale O-metylotransferazy I (MT I), a te z kolei mety-
lowane są do O-metylosterigmatocystyny (OMSTC) i dwuhy-
dro-O-metylosterigmatocystyny (DHOMSTC) przy udziale
metylotransferazy II (MT II). Schemat ostatnich etapów biosyn-
tezy aflatoksyn wyglądałby zatem następująco:

MTI MTII oR
AFBI (AFGI)
AFBr (AFGz)

Wymienione dwie metylotransferazy są różnymi cząsteczkarń
białek o masach cząsteczkowych odpowiednio 2l0 i 180 kDa.
Metylotransferaza II mogłaby zatem odpowiadać metylotrarrsfera-
zie wyizolowanej i oczyszczonej przez Bhatnagara i wsp, (6).

Metody oznaczania sterigmatocystyny

Oznaczente obecności sterigmatocystyny. podobnie jak in-
nych mikotoksyn, polega ogólnie na otrzymaniu ekstraktu
próbki, odpowiednim jego oczyszczeniu i oznaczęniu toksyny
jedlą z technik chromatograficznych. Róznice w poszczegól-
nych metodach dotyczą wyboru sposobu ekstrakcji i odpo-
wiedniej mieszaniny rozpllszczalników, doboru odpowiedni o

skutecznej metody oczyszczania ekstraktu lub ich kombinacji
oraz zastosowania jednej z metod chromatograficznych. Naj-
częściej stosuje się chromatografię cienkowarstwową jedno-
lub dwukierunkową oraz wysokociśnieniową chromatografię
cieczową HPLC.

Jako mieszaniny ekstrakcyjnej najczęściej uzywano roz-
tworów metanol + 4Vo KCI9 + 1 (v + v) (l1,22) hb ace-
tonitryl + 4Vo KCl9 + 1 lub 85 + 15 (I2, żż,25).

Najważniejszym etapem oznaczenia jest ocZyszcZanie
otrzymanego ekstraktu. Chodzi tu o usunięcie W Stopniu ma-
ksymalnym substancji, które mogłyby maskować STC, takich
1aktłuszcze czy barwniki, przy jednoczesnej jak najmniejszej
stracie STC. Spośród technik oczyszczających najczęściej
stosowane są: ekstrakcja heksanem i chloroformem (1 , ż2,
25), chromatografia kolumnowa z Florisilem (.II,23), polia-
midem (l1), żelem krzemionkowym (1, 25) lub węglanem
miedzi (I2).Lepszy efekt oczyszczenia uzyskuje się stosując
kombinację kilku technik oczyszczających. Np. Van Egmond
(1I) oznaczając zawartość STC w serze, poddał otrzymane
ekstrakt,v metanolowe oczy szczanill metodą chromatografii
kolumnowej z Florisilem oraz na kolumnie poliamidowej, a
następnie dwukierunkowej chromatografii cienkowarstwowej
na płytkach z żelęm krzemionkowym. W celu wzmocnienia
fluorescencji rozwinięte chromatogramy spryskał etanolo-
wym roztworem AlCl: i mierzył fluorescencję STC w świetle
UV. Granica oznaczalności tej metody wynosiła 5 pg/kg, a

odzysk 80Vc dla dodatku STC 50 pg/kg i 30Vo dla dodatku
10 pg/kg. Dla porównania podobna metoda oznaczania STC
w zbożac\-1 i soi zastosowana przez Shannona i wsp, (22),

1;J,e że bez oczyszczania na kolumnie poliamidowej i z jed,
nokierunkową chromatografią cienkowarstwową, charaktery-
zowała się granicą oznaczalności 50 pglkg, Francis i wsp. (12)

zastosowali oczyszczanie acetonitrylowego ekstraktu sera na ko-
lumnie z węglanem mledzi, rozwinięte chromatogramy spryskali
roztworem AlCl:, a następnie w celu dalszego wzmocnienia
fluorescencji roztworem silikon - eter, Odzysk w tej metodzie
wynosił dla dodatku STC l0 i 25 1l,glkg odpowiednio 88,3 i
86,4Vo. Stack i wsp. (24) dla oznaczeń STC w pszenicy i w
owsie zastosowali oczyszczanie ekstraktów przez wytrząsanie
z heksanem i chloroformem, następnie metodę chromatografii
kolumnowej z żelem krzemionkowym, a dodatkowo metodę
filtracji zelowej na zelu Bio-beads S-X3 z chlorofomem jako
fazą ruchomą. Zawartość STC w oczyszczonych ekstraktach
oznaczali metodą HPLC. Schmidt i wsp, (21) natomiast po
ekstrakcji heksanem i chlorofbrmem przepuszczali ekstrakt
przez kolumny Cts Sep-Pak, a STC eluowali roztworem me-
tanol - woda i oznaczali metodą HPLC z detektorem UV.

Abramson i wsp. (1) ozlaczali w jęczmieniu stabilną pochod-
ną acetylową STC. W tym celu otrzymany ekstrakt, oczyszczony
przez ekstrakcję z heksanem i chloroformem otaz metodą chro-

DMSTC t
DHDMSTC +

STC +
DHSTC +

oMsTC +
DHOMSTC t



Medycyna Wet. 50 (8) 1994 361

matografii kolumnowej z że7em krzemionkowym, ogrzewali
z pirydyną i bezwodnikiem octowym w celu uzyskania po-
chodnej acetylowej STC, którą oznacza|7o metodą chromatogra-
lri cieczowej, Odzysk STC w tej metodzie wynosił odpowiednio
3l, 69,75 i 96Vo dla dodatku 20, 1l0, I90 i 1765 pclkc.

Ramakrishna i wsp. (20) opracowali prostą metodę ozna-
czania sterigmatocystyny w produktach roślinnych. Zarówno
oczyszczanie ekstraktu, jak i oznaczenie półilościowe prze-
prowadzili oni na tej samej minikolumnie wypełnionej Flo-
risilem. Metoda ta mogła być zastosowana jako rutynowa do
półilościowego oznaczania STC w ryżu, pszenicy, kukurydzy
l sorgo.

Chemiczne metody oznaczania STC z zastosowaniem chro-
matografii cienkowarstwowej i HPLC są długotrwałe, praco-
chłonne i drogie. Metodami tańszymi, szybszymi, mniej
pracochłonnymi, a jednocześnie równie czułymi i specyficz-
nymi są metody immunologiczne., a zwłaszcza ELISA (En-
zyme Linked Immunosorbent Assay). Są to metody oparte na
zasadzie reakcji antygen - przeciwciało, zatem najważniejszą
|ZęCZą w tych metodach jest uzyskanie odpowiednio specyfi-
cznego przeciwciała. Morgan i wsp. (18) podjęli próbę po-
zyskania przeciwciała dla STC i jego zastosowania w teście
ELISA. Ze względl na trudności z ekstrakcją toksyny z pró-
bek w środowisku wodnym zaproponowali oni test, w którym
mogła być oznaczana pochodna hemiacetalowa STC. Zasto-
sowanie przeciwciał specyficznych wobec hemiacetalu STC
w jęczmieniu dało granicę oznaczalności testu 10 pg/próbkę,
Chung i wsp, (7) zastosowali metodę ELISA do śledzenia
produkcji STC przez A, versicolor i A. niduląns.

Sterigmatocystyna w mleku i przetworach mleczarskich

Na skutek strukturalnego pokrewieństwa STC z aflatoksy-
nami oraz podobnego zachowania się w metabolizmie istnieje
podejrzenie, że STC moze częściowo przechodzić do mleka
i produktów mleczarskich. Zjawisko to jednak do tej pory
nie zostało jednoznacznie potwierdzone, Wynika to m.in. z
braku odpowiednio czułej metody, która pozwalałaby na oz-
naczanie tak małych stężeń STC w mleku, jak to jest możliwe
w przypadku aflatoksyn. Niemniej jednak Kiermeier i Kraus
(1,4') wykazali w badaniach modelowych, że przejście ste-
rigmatocystyny z paszy sztucznie zakażonej do mleka krowy,
a następnie do produktów mleczarskich jest mozliwe, choclaż
nie uzyskano jednoznacznego potwierdzenia metodą spektro-
skopii masowej, W procesie produkcji sera z takiego mleka
sterigmatocystyna prawie w całości przechodzi do ziarna se-
fowego. Wyjaśnić to można nierozpuszczalnością toksyny w
wodzie oraz dużą zdolnością do wiązania się STC z białkami
mleka (14). Niezbędne są dalsze badania z tego zakresu w
celu jednoznacznego wyjaśnienia zjawiska przechodzenia
STC z paszy do mleka,

Innym problemem jest występowanie sterigmatocystyny w
zewnętrzn ej warstwię serów, będące wynikiem zakażenia ser a
pleśniami toksynotwórczymi naetapie produkcji, dojrzewania
lub przechowywania sera. Sery są bardzo dobrym podłozem
do wzrostu pleśni i produkcji sterigmatocystyny, Veringa i
wsp, (27) przebadali czynniki wpływające na wzrost A, ver-
sicolor i produkcję STC na serze. Stwierdzili oni, że laktoza,
tłuszcz oraz niektóre produkty hydrolizy tłuszczu, zwłaszcza
glicerol są czynnikami stymulującymi produkcję toksyny na
serach. Przeprowadzono badania z serami gouda i edamski
naturalnie zakażonymi w magazynach A, yersibolor, Wyka-
Zano, że STC była tworzona w różnych temperaturach prze-

chowywania w zakresie aw = 0,84-0,93 w ilości do 0,6 pg/g
sera w 1 cm warstwie zewnętznej (10). Stęzenie toksyny
obniżało się gwałtownie w głąb sęra. 65-967o ogólnej ilości
toksyny odkryto w pierwszej milimetrowej warstwie sera (28).
Migracja toksyny w serze ,,wilstermarsch" po zaszczepieniu
A. niduląns i inkubacji w temp. 15'C lub temp, pokojowejprzez
40 dni była ograniczona do 0,5 cm jego zewnętrznej warstwy,
Podobne wyniki otrzymano z próbkami sera gouda naturalnie
zŃażonymi A. versicolor (10), Stabilność sterigmatocystyny w
zęwnętrzneJ warstwie sera gouda przebadano w temp. -18'C,
+4"C 1 +16"C. W temperaturach tych stęzenie toksyny nie
obniżyło się znacząco w czasie 3-miesięcznego okresu prze-
chowywania (10),

Dostępne dane na temat właściwości sterigmatocystyny, a
zwłaszcza jej roli w biosyntezie aflatoksyn zawl,erają jeszcze
szereg niejasności. Wciąz rozwijane są nowe metody ozna-
czania steri gmatocysty ny, pozwalaj ące okreś1 ić c or az mniej -

sze jej ilości w różnych materiałach, Wskazuje to pośrednio
na potrzebę kontynuacji dalszych badań nad sterigmatocysty-
ną w surowcach i produktach spożywczych.
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