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The fungus Botrytis cinerea, which belongs to the class of ascomycetes, has been analysed for its 
sterol composition. It is able to produce ergosterol, cerevisterol, lanosterol/dihydrolanosterol and 
cholesterol besides /2-sitosterol. The identification of the sterols is carried out with different ana­
lytical methods including mass spectrometry. In the extracts of the mycelium also squalene has 
been identified.

Einleitung

Es wird heute allgem ein angenom m en, daß  die bei 
der Biosynthese der S teroide ablaufende Cyclisie- 
rung des Squalenepoxids bei Pilzen und T ieren zum 
Lanosterin und bei photosynthetischen Pflanzen zum 
Cycloartenol führt [1], Vom  Lanosterin abzuleitende 
Sterine sind z. B. Zym osterin, C holesterin, Ergoste­
rin, Fucosterin und C erevisterin, vom Cycloartenol 
abzuleitende /?-Sitosterin, Stigm asterin  und a-Spina- 
sterin.

N ach früheren U ntersuchungen wird Cholesterin 
als das Sterin der W irbeltiere angesehen. Ergosterin 
als Hefesterin und /?-Sitosterin sowie Stigm asterin 
als die Sterine der höheren Pflanzen. Es m ehren sich 
aber die Arbeiten, wonach in Pilzen auch die Zoo­
sterine Cholesterin und D esm osterin, außerdem  die 
Phytosterine Stigm asterin und Fucosterin  anzutref­
fen sind; /?-Sitosterin w urde noch nicht identifiziert.

Eigene dünnschichtchrom atographische U ntersu­
chungen haben Hinweise dafü r ergeben, daß  vom 
Botrytis cinerea-V\\z neben Ergosterin, L anosterin / 
D ihydrolanosterin und C holesterin  auch /?-Sitosterin 
gebildet werden kann, außerdem  Cerevisterin. Es 
bestand also die N otw endigkeit einer eindeutigen 
Identifizierung der genannten Sterine, vor allem  des 
/?-Sitosterins.

Material und Methoden

Microorganismen: Botrytis cinerea (Pers. ex Fr.) 
Stamm G eisenheim  (G ) [2] und Botrytis cinerea 
Stamm N ackenheim  (N)*. Es handelt sich um Isola­
te von Traubenbeeren.

Kulturmedium: T raubensaft-N ährlösung, pH  3,4 
[2]-

Züchtung: D ie Züchtung des Pilzes erfolgte als 
O berflächenkultur in Penicillin- bzw. Fernbachkol­
ben im D unkeln bei 26° C. Das A bernten w urde 
nach 10 bis 12 W ochen durchgeführt.

Chemikalien: /?-Sitosterin (Fa. Roth, D-7500 
K arlsruhe), Cycloartenol und C am pesterin**, C ere­
visterin***, D esm osterin und Stigm asterin (Fa. Ser- 
va, D-6900 H eidelberg). Falls erforderlich, w urden 
die Substanzen m it Hilfe der TLC gereinigt.

Gewinnung der Steroidrohextrakte: D ie S teroid­
rohextrakte w urden wie bei Flesch u. Robbel [2] an ­
gegeben erhalten.

Dünnschichtchromatographische Untersuchung: 
K ieselgelplatten W oelm F254 N r. 4630 der Fa. 
W oelm Pharm a, D-3340 Eschwege. L aufm ittelgem i­
sche: Chloroform -M ethanol (95:5); Petroleum ben-
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zin-Aceton (10:3). U m  die T rennqualität zu erhö­
hen, w urden die C hrom atogram m e zweimal entwik- 
kelt. Identifizierung: o-Phosphorsäure-W asser (1:1), 
Vanillin- Phosphorsäure, A ntim ontrichlorid-Eisessig
[4]-

Verteilungschromatographie mit Hilfe der „ Rever­
sed Phase“-Technik (H PTLC ): R P - 8  Fertigplatten 
für N ano-D C  der Fa. M erck, D-6100 D arm stadt, m it 
F luoreszenzindikator 254 nm. Laufm ittelgem isch: 
M ethanol-W asser (18:1). Identifizierung: Antim on- 
trichlorid in Chloroform  [4].

Isolierung der Steroide (Vortrennung): D ie Isolie­
rung der S teroide erfolgte m ittels K ieselgel-Dick- 
schichtplatten der Fa. M acherey-N agel, D-5160 D ü­
ren (SIL G-200 UV254) unter bandförm igem  A ufträ­
gen. D ie P latten sind nur für solche Steroide an ­
w endbar, deren Rf-W erte genügend weit auseinan­
der liegen. In den anderen Fällen ließ sich m it H ilfe 
von D ünnschichtplatten und geeigneter W ahl des 
Laufm ittels eine T rennung herbeiführen. Das K ie­
selgel der betreffenden Bereiche w urde abgekratzt 
und in einer M ikroapparatu r m it C hloroform -M e­
thanol (1:1) eluiert, das E luat in einem  entsprechend 
dim ensionierten R otationsverdam pfer bei 30 °C  zur 
Trockne eingedam pft. A nreicherung und Reinigung 
der S teroidrohextrakte w urden auch m it halbp räpa­
rativen RP C 18-Säulen durchgeführt (SEP PAK C 18 

K artuschen der Fa. W aters G m bH , D-6240 K önig­
stein/Ts.). D ie durch erforderlichenfalls kom binierte 
A nwendung der V erfahren erhaltenen Sterine waren 
rein genug, um m ittels G aschrom atographie, Hoch- 
druckflüssigkeitschrom atographie oder M assenspek­
trom etrie bestim m t zu werden.

Gaschromatographische Untersuchung: Gerät: 
G aschrom atograph Mod. 3200 der Fa. D ani, D-6503 
M ainz-Kastell. T rägerm aterial: 1% Silicon OV 
2 1 0 +  1,8% Silicon OV 225 au f Chrom osorb W HP 
(8 0 -1 0 0  mesh) der Fa. W G A , D-4000 Düsseldorf. 
Tem peratur: Ofen 230 °C  isotherm , D etektor FID  
280 °C, Injektionsblock 250 °C. Trägergas: S tickstoff
1,3 bar, FID -B renner W asserstoff 0,7 bar; syntheti­
sche Luft 0,9 bar. D ie D erivatisierung der Sterine in 
ihre TM S-Ä ther erfolgte m it N -M ethyl-N -trim ethyl- 
silyl-trifluor-acetam id (M STFA) (0,1 mg Substanz 
+  0.1 ml Reagenz, 60 min. bei 60 °C).

Hochdruckflüssigkeitschromatographie (H PLC) 
von Cerevisterin: G erät: W aters A L C /G P C  201, Säu­
le 10 (im C lg-B ondapak (30 x 0,4 cm). M obile Phase:

M ethanol-W asser (80:20), D urchflußra te  2,5 m l/ 
min, D etektion m ittels LC -U V -D etektor Pye Uni- 
cam bei 2 1 0  nm.

Massenspektrometrischer Nachweis der Sterine: 
Die Sterinfraktionen w urden ebenso wie die au then­
tischen Sterine in ein M assenspektrom eter zur A uf­
nahm e der E i-Spektren gegeben. G erä t V arian MAT 
CH 711, doppelfokussierend. Bedingungen: E lektro­
nenenergie 70 eV, P robenverdam pfungstem peratur 
110°C. Die S pektrenaufnahm e erfolgte m it Hilfe 
des Datensystems SS 100 der Fa. V arian au f M a­
gnetband. Die Ionenström e w urden über einen Se- 
kundärelektronen-V ervielfacher (SEV) registriert.

Ergebnisse

D er Befund, daß  /?-Sitosterin von unbeeinflußt ge­
wachsenen K ulturen des Pilzes Botrytis cinerea 
Stam m  G als Inhaltsstoff des Pilzmycels gebildet 
werden kann, w urde m it verschiedenen M ethoden 
erhalten. Zunächst gelang der dünnschichtchrom ato­
graphische N achweis m it H ilfe der „R eversed Pha- 
se“-Technik au f H PT L C -P latten  m it C 8-Phase. Bei 
dieser M ethode kom m t es im G egensatz zur C hro­
m atographie au f K ieselgelplatten zu einer T rennung 
zwischen /?-Sitosterin und C holesterin  (Abb. 1). D ie 
R s-W erte von /?-Sitosterin und C holesterin sind in 
dem angegebenen System 0,81 und 1,00.

Ein weiterer H inw eis für das Vorliegen von ß- 
Sitosterin lieferte die gaschrom atographische U nter­
suchung des Pilzextraktes. D ie Rc -W erte von isolier­
tem und authentischem  /?-Sitosterin (als TMS- 
Äther) betrugen unter den angew endeten B edingun­
gen 1,59.

Der eindeutigste Beweis für das V orhandensein 
von /?-Sitosterin im Pilzmycel von Botrytis cinerea 
Stamm G erbrachte d ie M assenspektrom etrie. D ie 
A bbildungen 2 und 3 geben die M assenspektren von 
isoliertem /?-Sitosterin und des authentischen /?-Sito- 
sterins wieder. Bei den Peaks m it der M assenzahl 
414 handelt es sich jew eils um das M olekül-Ion. Von 
den Fragm ent-Ionen sind neun charakteristische m it 
Buchstaben gekennzeichnet. Auch h ier findet m an 
völlige Ü bereinstim m ung zwischen Versuchs- und 
Testsubstanz.

Die Peaks a 3, b 3 und c3 sind bei nahezu allen 
3-Hydroxysteroiden anzutreffen [5]. Sie entstehen 
durch A bspaltung einer angularen M ethylgruppe (C- 
13) [5], von W asser (C 2 — C3) [6 ] bzw. einer M ethyl-
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1 : ß-Sitosterin
2 : Stigmasterin
3 : Steroidgemisch
4 : Desmosterin
5 : Cholesterin

Abb. 1. Trennung von Cholesterin, Stig­
masterin, Desmosterin und /?-Sitosterin 
auf einer HPTLC-RP 8-Platte. Laufmit­
telgemisch Methanol-Wasser (18:1), drei­
mal chromatographiert, Laufstrecke 
7,5 cm.

gruppe und W asser [6 , 7]. /?-Sitosterin ist therm isch 
ähnlich labil wie C holesterin  [8 ]. D em zufolge treten 
die Peaks a 3 bis e 3 (verm indert um die Seitenketten- 
M assenzahldifferenz von 28) auch beim  C holesterin 
auf. Peak f3 m it der M assenzahl 273 entspricht dem  
M olekülteil, das d ie  Seitenkette nicht m ehr hat, Peak 
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g 3 dem M olekül-Ion verm indert um W asser und Sei­
tenkette. Bei den Peaks h 3 und i3 sind außer W asser 
größere Bruchstücke abgespalten [9]. D ie F ragm ente 
e3 und e3 +  26 treten bei zJ5en-3 ol Steroiden auf. Sie 
sind das charakteristischste Zeichen für das V orlie­
gen einer J5 -D oppelb indung  in einem  Steroid [5].

40 '

Abb. 2. Massenspektrum von /?-Sitosterin, isoliert aus einem Mycelextrakt von Botrytis cinerea Stamm G.
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Abb. 3. Massenspektrum von authentischem /?-Sitosterin.
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Cerevisterin konnte im Petroläther-Extrakt des 
Mycels vom Botrytis cinerea-Stam m  G sowie im Me- 
thylenchlorid-Extrakt des Mycels vom Botrytis cine- 
/•6Y7-Stam m  N dünnschichtchrom atographisch erm it­
telt werden, und zwar deshalb, weil es au f den P lat­
ten mit A ntim ontrichlorid-Eisessig und V anillin­
Phosphorsäure vor dem  Erhitzen einen rosafarbenen 
Fleck ergeben hat [10]. Als Testsubstanz w urde ein 
von E. M üller [3] hergestelltes P räparat verwendet, 
dessen Identität als Cerevisterin anhand von IR- und 
M assenspektren erwiesen war. D ie aus dem  Pilzmy- 
cel extrahierte Cerevisterinm enge w ar äußerst gering 
und da die Trennung von den übrigen Sterinen nur 
au f R P - 8  P latten zufriedenstellend gelang, ist eine 
weitere Identifizierung m it H ilfe der H ochdruckflüs- 
sigkeitschrom atographie au f  einer Bondapak Q 8- 
Säule durchgeführt worden. Das isolierte Cereviste­
rin und die Testsubstanz hatten denselben Ät-W ert 
von 10,37 min (Range 0,16; A ttenuator 5).

An weiteren Sterinen, die von unbeeinflußt ge­
wachsenen K ulturen des Botrytis-Vüzes Stam m  G 
gebildet wurden, sind durch verschiedene analyti­
sche M ethoden einschließlich der M assenspektrom e­
trie identifiziert worden: Ergosterin, Ergosterinper­
oxid, Cholesterin, L anosterin/D ihydrolanosterin , 
außerdem  Squalen.

Diskussion

Das bem erkensw erteste Ergebnis dieser U ntersu­
chungen ist der N achw eis von /?-Sitosterin im  Mycel 
des Pilzes Botrytis cinerea S tam m  G. D ie Suche nach 
Cycloartenol als V orstufe des /?-Sitosterins bzw. nach 
Stigmasterin als einem  w eiteren F olgeprodukt des 
Cycloartenols war b isher vergeblich. D er Nachweis 
des /?-Sitosterins ist durch die Anw endung der Ver­
teilungschrom atographie au f R PT L C -R P 8 -Platten 
erstmals möglich geworden. N ur dieses V erfahren 
gestattet die A btrennung des /?-Sitosterins vom 
Cholesterin sowie vom Stigm asterin und Desm oste- 
rin. A ufgrund der M assenspektren kann es sich beim 
/?-Sitosterin auch nicht um Stigm asterin (22-Dehy- 
dro-sitosterin) handeln , das bei Pilzen schon nachge­
wiesen worden ist [11]. Ebenfalls erwies sich der als 
Nährlösung verw endete T raubensaft frei von /?-Sito- 
sterin.

Die F olgeprodukte des Lanosterins au f  dem  Wege 
zum Cholesterin, näm lich Zym osterin und Desmo- 
sterin, w urden auch unter A nw endung der verbesser­
ten analytischen M ethoden nicht gefunden. Dagegen 
war wie zu erw arten Ergosterin nachzuweisen. Cere­
visterin ist als ein Folgeprodukt des Ergosterins auf­
zufassen.
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Eine Verwechslung von C holesterin m it D esm o­
sterin (24-D ehydrocholesterin) ist nicht zuletzt au f­
grund der M assenspektren ausgeschlossen. N ach der 
bisherigen Kenntnis des Biosyntheseweges der S tero­
ide können sich aus D esm osterin sowohl C holesterin 
wie auch Ergosterin und m it einiger W ahrscheinlich­
keit die Phytosterine Stigm asterin und /?-Sitosterin 
bilden. So gesehen ist Botrytis cinerea in der Lage, 
aus jeder G ruppe der Sterine (Cholanserie, Ergo- 
stanserie und Stigm astanserie) m indestens einen 
V ertreter zu synthetisieren.

Eine weitere Substanz aus dem  Pilzextrakt vom 
Botrytis cinerea S tam m  G erwies sich anhand des 
M assenspektrums als Ergosterin, obwohl das L auf­
verhalten bei der D ünnschichtchrom atographie 
nicht au f Ergosterin schließen ließ, sondern au f  ein 
Sterin mit polareren Eigenschaften. Ein der Substanz 
entsprechender Fleck fand sich auch a u f  den C hro­
matogram m en m it länger unter L ichtzutritt au fbe­
wahrter S tandardlösung von Ergosterin, sowie m it 
selbst hergestelltem Ergosterinperoxid. Som it ist an ­
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zunehmen, daß  es sich bei diesem  Sterin um Ergo­
sterinperoxid handelt, das sich deshalb einem  mas- 
senspektrom etrischen Nachweis entzieht, weil es 
beim  Erhitzen im H ochvakuum  des G erätes den 
Peroxidsauerstoff verliert. Obschon E rgosterinper­
oxid ein Inhaltsstoff von Pilzmycel sein kann, wie 
von einigen A utoren angenom m en wird [12], soll es 
dahingestellt bleiben, ob es in diesem Falle eine 
Stoffwechselprodukt oder ein A rtefakt ist. A dam  
et al. [13] haben in ihren U ntersuchungen den artifi­
ziellen C harakter des Ergosterinperoxids aus Pilzm y­
cel nachgewiesen.
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