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Die Hummel hat eine Flügelfläche von 0,7 cm2 und wiegt 1,2 g. Nach 
den Gesetzen der Aerodynamik ist es ihr nicht möglich zu fliegen. Das 

weiß sie aber nicht und fliegt trotzdem. 
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Kurzzusammenfassung 
Die Regulation des Glucosestoffwechsels und damit einhergehend die Aufrechterhaltung der 
Glucosehomöostase sind essenzielle Prozesse des menschlichen Körpers zur 
Energiegewinnung. Ein dauerhaft erhöhter Blutglucosespiegel ist pathologisch und gilt als 
Symptom der Krankheit Diabetes mellitus. Seine steigende Inzidenz sowie Prävalenz weltweit 
[Magliano und Boyko, 2021], zeigen die Notwendigkeit der Suche nach Medikamenten auf, 
wobei Pflanzenextrakten eine tragende Rolle zukommen kann [Alam et al., 2022]. Die Nutzung 
von Nebenprodukten greift zusätzlich den Nachhaltigkeitsaspekt auf, was Biertreber (BSG) als 
Ausgangsmaterial entsprechender Untersuchungen interessant macht.  Mit über 39 Millionen 
Tonnen weltweit pro Jahr stellt er das Hauptnebenprodukt der Bierindustrie dar und wird 
bislang vordergründig als Futtermittel verwendet [Mussatto, 2014]. Aktuelle Studien zeigten 
seinen Nutzen zur Erhöhung des Nährwertes von Lebensmitteln auf [Sahin et al., 2021; Pratap 
Singh et al., 2020]. Zudem wurden bioaktive Inhaltsstoffe wie Flavonoide oder 
Hydroxyzimtsäuren (HCA) aus BSG extrahiert, wobei letztere Bestandteil der Arabinoxylane 
sind [Stefanello et al., 2018]. Neben antioxidativen Wirkungen sind HCA als Inhibitoren einiger 
Enzyme des Glucosestoffwechsels beschrieben. Ferula- (FA) und Kaffeesäure (CA) erwiesen 
sich als potente α-Glucosidase-Inhibitoren in vitro [Adisakwattana et al., 2009], FA zeigte 
zudem einen starken Einfluss auf Enzyme des Glykogenstoffwechsels [Narasimhan et al., 
2015a; Narasimhan et al., 2015b]. Mittels verschiedener Methoden wie Fest-Flüssig-
Extraktion (SLE) oder alkalischer Hydrolysen wurden verschiedene Extraktgruppen (HA, HE, A) 
aus drei BSG-Chargen (BSG 1–3) hergestellt, charakterisiert und in vitro auf ihren Einfluss 
gegenüber α-Glucosidase, α-Amylase, Dipeptidylpeptidase IV und Glykogenphosphorylase α 
(GPα) untersucht. Die Extrakte aus alkalischer Hydrolyse (HE) wiesen einen deutlich höheren 
Gesamtphenol (TPC)- und Gesamtflavonoidgehalt (TFC) auf als die A- (SLE) und HA-Extrakte 
(SLE aus Rückstand der alkalischen Hydrolyse). Potente Inhibition wurde v.a. durch die 
A-Extrakte gegenüber α-Glucosidase und GPα beobachtet. Eine Korrelation der Inhibition mit 
dem TPC und TFC konnte nicht festgestellt werden. HPLC-ESI-MS/MS- Experimente zeigten 
zudem die deutlichen Unterschiede der Extraktgruppen, wobei HCA-Derivate als 
Leitsubstanzen der HE- und HA-Extrakte und Hordatine als Hauptkomponenten der A-Extrakte 
nachgewiesen wurden. Die Hordatin- wie auch HCA-Gehalte wurden semiquantitativ 
bestimmt, wobei letztere signifikant geringer in HA- als HE-Extrakten war. Sowohl die FA-
Dehydrodimere (DiFA) als auch Hordatine waren kommerziell nicht erhältlich, weshalb sie aus 
BSG isoliert wurden. In beiden Isolierungen wurden Fraktionen erhalten (37 F-Fraktionen aus 
DiFA-Isolierung, zehn H-Fraktionen aus Hordatin-Isolierung), welche charakterisiert und im 
α-Glucosidase- und GPα-Inhibitionsassay untersucht wurden. Zwei H-Fraktionen hemmten 
α-Glucosidase und deuteten auf Hordatin-Glykoside oder den Präkursor p-Coumaroylagmatin 
als möglichen Inhibitor hin. Zahlreiche F-Fraktionen hemmten GPα, wobei trimere 
Ferulasäurederivate als Inhibitoren postuliert wurden.  Eindeutige Rückschlüsse auf die 
inhibierenden Komponenten der Extrakte waren aufgrund der geringen Ausbeuten und damit 
kleinen Stichprobenzahl sowie den semiquantitativen Bestimmungen schwierig. Zudem 
rückten Oxylipine als Inhaltsstoffe fast aller Extrakte sowie der F-Fraktionen in den Fokus. Ein 
GPα- und α-Glucosidase-hemmendes Potential von BSG-Extrakten bzw. isolierter 
Phytochemikalien konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden.
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Abstract 
The regulation of glucose metabolism and thus the maintenance of glucose homeostasis are 
essential processes of human metabolism necessary gaining energy. A persistently increased 
blood glucose level is pathological and is considered the primary symptom of the disease 
diabetes mellitus. Its increasing incidence as well as prevalence worldwide [Magliano und 
Boyko, 2021; World Health Organization, 2016] points out the need of searching for 
medicines, with plant extracts playing a major role [Alam et al., 2022]The use of agricultural 
by-products further addresses the issue of sustainability, which makes brewer´s spent grain 
(BSG) an interesting source.  With over 39 million tons worldwide per year, it represents the 
main by-product of the beer industry and so far, has been predominantly used as animal feed 
[Mussatto, 2014]. Recent studies indicated its potential benefits in increasing the nutritional 
value of food [Sahin et al., 2021; Pratap Singh et al., 2020]. Moreover, bioactive constituents 
such as flavonoids or hydroxycinnamic acids (HCA) have been extracted from BSG, the latter 
being a component of arabinoxylans [Stefanello et al., 2018]. In addition to antioxidant effects, 
HCAs have been described as inhibitors of several enzymes involved in glucose metabolism. 
Ferulic (FA) and caffeic acid were found to be potent α-glucosidase inhibitors in vitro 
[Adisakwattana et al., 2009], FA also showed a strong effect on enzymes of glycogen 
metabolism [Narasimhan et al., 2015a]. Using different methods such as solid-liquid extraction 
(SLE) or alkaline hydrolysis, various groups of extracts (HA, HE, A) from three batches of BSG 
were prepared, characterized, and investigated in vitro for their influence towards α-
glucosidase, α-amylase, dipeptidyl peptidase IV and glycogen phosphorylase α (GPα). Extracts 
from alkaline hydrolysis (HE) had significantly higher total phenolics (TPC) and total flavonoid 
content (TFC) than A (SLE) and HA extracts (SLE from alkaline hydrolysis residue). Potent 
inhibition was mainly observed by the A extracts towards α-glucosidase and GPα. No 
correlation with the TPC and TFC was found. HPLC-ESI-MS/MS- experiments also 
demonstrated the significant differences between the extract groups, with HCA derivatives 
detected as the major compounds of the HE and HA extracts and hordatines as the main 
components of the A extracts. Hordatine as well as HCA contents were determined 
semiquantitatively, the second being significantly lower in HA than HE extracts. Both, dimeric 
ferulic acid (DiFA) derivatives and hordatines were not commercially available, hence they 
were isolated from BSG. Various fractions were obtained in both isolation processes (37 F- 
fractions from DiFA isolation, ten H-fractions from Hordatine isolation), which were 
characterized and analyzed in the α-glucosidase and GPα- inhibition assays. Two H-fractions 
inhibited α-glucosidase and indicated hordatine glycosides or the precursor 
p-coumaroylagmatine as a possible inhibitor. Numerous F-fractions inhibited GPα, with 
trimeric ferulic acid derivatives postulated as inhibitors. Clear conclusions about the inhibitory 
components of the extracts were difficult because of the low yields and thus small sample size 
as well as the semiquantitative determination. In addition, oxylipins became a focus of interest 
as constituents of almost all extracts as well as of the F-fractions. A GPα- and α-glucosidase-
inhibiting potential of BSG extracts and isolated phytochemicals, respectively, could be 
demonstrated in the present work.  
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1 Einleitung 
Glucose ist der wichtigste Energielieferant des Menschen. Seine Freisetzung bzw. Aufnahme 
aus der Nahrung, die Verteilung sowie dessen Umsetzung zur Energiegewinnung oder 
Speicherung in Form von Glykogen unterliegen einer ausgeprägten Regulation über bspw. 
Enzyme und Hormone. Diese sind verantwortlich für die Aufrechterhaltung der 
Glucosehomöostase, zu welcher neben der exogen zugeführten auch die endogen aus 
Glykogen freigesetzte Glucose beiträgt. Anhand des Blutglucosespiegels (BZ) lassen sich die 
beiden pathologisch relevanten Stoffwechselsituationen hypoglykämisch (BZ < 4 mmol/L) und 
hyperglykämisch (BZ > 6,5–7 mmol/L) definieren, wobei letzterer der Hauptindikator für die 
weit verbreitete Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus (DM) ist [Rehner und Daniel, 
2010]. Unter DM wird eine Vielzahl von Erkrankungen wie v.a. Typ I (TIDM) und Typ II DM 
(TIIDM) zusammengefasst, welche als gemeinsamen Nenner die erhöhte BZ, ausgelöst durch 
Insulinresistenz oder Insulinmangel, aufweisen [Clauss und Clauss, 2018]. Mit über 90 % ist 
der TIIDM der dominanteste Vertreter. Er entwickelt sich durch eine Insulinresistenz, wobei 
Übergewicht zu den wichtigsten Risikofaktoren zählt. In den letzten Jahren stiegen dessen 
Inzidenz sowie Prävalenz in Deutschland [RKI, 2017] und weltweit deutlich an. So sind 2021 
bereits 537 Millionen Menschen global an DM erkrankt und 6,7 Millionen Todesfälle konnten 
mit DM assoziiert werden [Magliano und Boyko, 2021]. Die steigenden Zahlen erfordern 
Handlungsbedarf, welcher u.a. die Suche nach effizienten Therapieansätzen und 
Medikamenten umfasst. Zahlreiche Ansatzpunkte zur Senkung des BZ sind bereits viele 
Jahrzehnte bekannt und als „Antidiabetika“ auf dem Markt. So beruhen Medikamente mit den 
Wirkstoffen Miglitol oder Acarbose auf der Hemmung der digestiven Enzyme α-Amylase und 
α-Glucosidase, wodurch direkt im Darm die Resorption von Glucose verringert wird [Calder 
und Geddes, 1989]. Auch kann indirekt auf hormoneller Ebene eine blutzuckersenkende 
Wirkung durch Enzyminhibition erreicht werden, worunter insulinotrope Blutzuckersenker 
wie Gliptine gehören. Sie zählen zur Gruppe der Dipeptidylpeptidase IV-Inhibitoren und 
bewirken eine Verlängerung der Halbwertszeit der beiden Inkretine glucagon-like peptide 1 
(GLP1) und glucose-dependant insulotropic polypeptide (GIP). Beide Peptidhormone fördern 
nach der Nahrungsaufnahme über Insulin die Glucoseaufnahme in die Zellen und senken 
dadurch den BZ [Lambeir et al., 2008]. Ein weiterer vielversprechender Angriffspunkt ist die 
Glykogenphosphorylase, welche v.a. in Hepatozyten aber auch in Muskel- und Gehirnzellen 
das Schlüsselenzym für den Glykogenabbau darstellt. Seine Inhibition bewirkt demnach eine 
verminderte Glucosefreisetzung. Doch bislang ist aufgrund der Differenzierungsschwierigkeit 
zwischen den drei Isoformen noch kein entsprechendes Medikament verfügbar [Nagy et al., 
2013; Baker et al., 2005]. Die Grundlage bei der Suche nach neuen „Antidiabetika“ können 
Pflanzenextrakte darstellen, deren biologische Aktivität untersucht wird. Wird eine 
biologische Aktivität bspw. in Form potenter Enzyminhibition beobachtet, ist das Ziel, mittels 
aktivitätsgeleiteter Fraktionierung die aktive Komponente zu identifizieren. So konnten 
Quercetin sowie verschiedene Anthocyane aus Subfraktionen von roten Fruchtsäften 
gewonnen und als potente in vitro-Inhibitoren der α-Amylase und α-Glucosidase identifiziert 
werden [Ostberg-Potthoff et al., 2019]. Kantsadi et al. generierten polyphenolische Extrakte 
aus Weinbereitungsnebenprodukten und beobachteten eine potente Inhibition der GP in 
vitro, wobei sie Quercetin als aktivsten Inhaltsstoff klassifizierten [Kantsadi et al., 2015]. Auch 
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das Agrar-Nebenprodukt Biertreber (engl. brewer´s spent grain, BSG) wurde hinsichtlich eines 
Einflusses auf den Glucosestoffwechsel untersucht, wobei hier die in den hergestellten 
Extrakten enthaltenen Proteine im Vordergrund standen und Effekte auf die DPP IV sowie die 
α-Glucosidase untersucht wurden. Einige Proteinhydrolysate zeigten hier ebenfalls eine 
potente Inhibition [Connolly et al., 2014]. Die Studien von Connolly et al. 2014 und Kantsadi 
et al. 2015 greifen den Aspekt der alternativen und nachhaltigen Nutzung landwirtschaftlicher 
Nebenprodukte auf. Diese fallen oftmals in sehr großen Mengen an und werden derzeit v.a. 
als Treibstoff, Dünger oder Tierfutter verwendet [Ben-Othman et al., 2020]. Zudem enthalten 
die Nebenprodukte zumeist signifikante Mengen an bioaktiven Komponenten wie u.a. 
Polyphenole, Carotinoide, Saponine, Alkaloide und Peptide [Doria, 2017; Hernanz et al., 2001; 
Moure et al., 2001; Llorach et al., 2002] oder können als Ausgangsmaterial für 
Fermentationsprozesse zur Herstellung wertgebender Substanzen genutzt werden [Sabater et 
al., 2020; Akermann et al., 2020; Carvalheiro et al., 2005; Cooray und Chen, 2018]. Mit 
weltweit bis zu 39 Millionen Tonnen jährlich stellt BSG das Hauptnebenprodukt der 
Bierherstellung dar und eignet sich aufgrund des hohen Protein- und Ballaststoffgehalts als 
Futtermittel [Xiros et al., 2008; Mussatto, 2014]. Diese Gehalte bieten jedoch weiterhin 
Potential für die menschliche Ernährung bspw. als Zusatz in Nahrungsmitteln zur Erhöhung 
des Nährwerts. So wurde BSG in verschiedenen Studien bereits in Pasta [Sahin et al., 2021], 
proteinreichen Snacks [Pratap Singh et al., 2020], Frankfurter Würstchen [Nagy et al., 2017] 
oder gebackenen Gerstensnacks [Kirjoranta et al., 2016] eingesetzt, um in Testversuchen den 
Einfluss des BSG-Zusatzes auf den Nährwert und physikalische/haptische Eigenschaften zu 
untersuchen. Neben Proteinen und Ballaststoffen sind in BSG weitere bekannte bioaktive 
Inhaltsstoffe enthalten. Als „Quervernetzer“ (engl. crosslinks) innerhalb der Hemicellulosen 
Arabinoxylane wurden hohe Gehalte an Hydroxyzimtsäuren (HCA) sowie geringere Mengen 
an Flavonoide wie Catechine oder Quercetin in BSG nachgewiesen. Neben der klassischen 
Fest-Flüssig-Extraktion (engl. solid-liquid extraction, SLE) mit organischen Lösungsmitteln 
haben sich für BSG der alkalische Aufschluss oder enzymatische Vorbehandlungen als geeignet 
zur Extraktion von Polyphenolen erwiesen. Die beiden letzteren führen zu einer besseren 
Freisetzung der HCAs aus der Hemicellulose-Matrix [Verni et al., 2020; Hernanz et al., 2001; 
Faulds et al., 2008]. Die Kombination der Extraktionsprozesse ermöglicht die Unterscheidung 
zwischen freien und gebundenen Polyphenolen [Birsan et al., 2019]. Zur Untersuchung der 
Extrakte auf Enzyme des Glucosestoffwechsels ist eine zusätzliche Aufreinigung essentiell, da 
besonders durch alkalische Hydrolysen Zucker aus lignocellulosischem Material freigesetzt 
werden [Loow et al., 2016], welche durch Wechselwirkung mit den Enzymen die Ergebnisse 
verfälschen könnten. Zudem ermöglicht die Festphasenextraktion (engl. solid phase 
extraction, SPE) die Aufkonzentrierung phenolischer Komponenten [Michalkiewicz et al., 
2008]. HCAs wie Kaffee- (CA) oder Ferulasäure (FA) erwiesen sich als potente α-Glucosidase-
Inhibitoren in vitro [Adisakwattana et al., 2009]. FA zeigte in Typ 2-Diabetes-Ratten einen 
starken Einfluss auf Enzyme des Glykogenmetabolismus [Narasimhan et al., 2015b; 
Narasimhan et al., 2015a]. Auch Quercetin ist als starker Inhibitor der GPα [Jakobs et al., 
2006], der α-Amylase und der α-Glucosidase [Tadera et al., 2006] beschrieben.
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2 Stand der Wissenschaft 
2.1 Biertreber (brewer´s spent grain, BSG) 
BSG stellt 85 % der Nebenprodukte beim Bierherstellungsprozess dar und fällt weltweit 
jährlich in Mengen bis zu 39 Millionen Tonnen an. Alleine 3,4 Tonnen davon stammen aus  der 
EU [Steiner et al., 2015; Mussatto, 2014]. Er besteht hauptsächlich aus den Schalen des 
Getreidemalzes, Teilen des Perikarps sowie der Samenschale und verbleibt als fester 
Rückstand nach dem Läuterprozess. Das verwendete Getreidemalz besteht meistens aus 
Gerste (Hordeum vulgare), was im deutschen Reinheitsgebot bzw. der Bierverordnung und 
der Verordnung zur Durchführung des Biergesetzes für untergärige Biere vorgeschrieben ist 
[§ 17 Absatz 1 BierStDB]. Für obergärige Biere darf auch Malz aus anderen Rohstoffen wie 
Mais, Reis, Weizen, Hafer, Roggen oder Hirse verwendet werden [Mussatto, 2014]. Diese 
spielen jedoch eine untergeordnete Rolle, sodass 90 % aller weltweit gebrauten Biere 
Gerstenmalz als Ausgangsstoff verwenden [Bamforth, 2009].  

2.1.1 Prozess der Bierherstellung 
Grundsätzlich sind für die Zusammensetzung von BSG sowohl der Mälzungsprozess als auch 
der eigentliche Brauprozess entscheidend. Die Gerste wird zunächst im Malzprozess zu Malz 
verarbeitet und geht anschließend in den Brauprozess über, welcher sich gliedern lässt in die 
Würzebereitung und Gärung (s. Abb. 1).  

 
Abb. 1: Herstellungsprozess von Bier gegliedert in Mälzerei, Würzebereitung und Gärung. (Modifiziert nach Belitz 
et al. 2007).  

Zur Herstellung des Malzes wird das Getreide zunächst einer Prozessabfolge, bestehend aus 
Weichen, Keimen und Darren, unterzogen. Beim Weichen werden durch die Wasseraufnahme 
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und Belüftung zelleigene Enzyme aktiviert und Stoffwechselvorgänge initiiert, welche für die 
sich anschließende Keimung relevant sind. Während des Keimungsprozesses (5–7 Tage) 
kommt es zur Ausbildung von Wurzeln und Blättern sowie zur Neubildung verschiedener 
Enzyme wie Proteasen, Phosphatasen oder α- und β-Amylase. Aufgrund des Energiebedarfs 
beim Wachstumsprozess kommt es zum vermehrten Abbau polymerer Kohlenhydrate wie 
Stärke (Amylolyse) sowie Proteine (Proteolyse). Der Gehalt kurzkettiger Kohlenhydrate steigt 
an. Temperatur, Rohmaterial sowie die Intensität der Keimung und somit das Ausmaß der 
Enzymaktivität beeinflussen den Charakter des entstehenden sog. Grünmalzes. Dieses wird im 
Anschluss gedarrt mit dem Ziel der Lagerfähigkeit, Entstehung der charakteristischen Farbe 
und des Aromas. In dem mehrstündigen Prozess wird der Wassergehalt von ca. 40–50 % auf 
3–4 % reduziert und demnach die Wasseraktivität (aW-Wert) deutlich abgesenkt. Im unteren 
Temperaturbereich (40–70 °C) laufen enzymatische Reaktionen ab, während im höheren 
Temperaturbereich (ab 95 °C) chemische Reaktionen geprägt von der Maillard-Reaktion – v.a. 
bei dunklem Malz – eine Rolle spielen. Die Temperaturführung beeinflusst den Bräunungsgrad 
bzw. die Farbwerte des resultierenden Malzes.  
Der sich anschließende Brauprozess umfasst die Prozessschritte Schroten, Maischen, Läutern, 
Würzekochen, Gärung, Reifung, Lagerung und Abfüllung, wobei die Schritte nach dem Läutern 
für die Zusammensetzung des BSG nicht relevant sind. Zunächst wird das Malz erneut mit 
Wasser versetzt und bei für die Enzymsysteme des Malzes optimalen Bedingungen dem 
Maischeprozess unterworfen. Dabei gehen zahlreiche Inhaltsstoffe des Malzes durch 
enzymatische Degradation oder Solubilisierung in die sog. Würze über. Wie auch beim 
Keimungsprozess spielen Proteolyse, Amylolyse und Zytolyse eine tragende Rolle. Je nach 
Temperatur und Dauer kann die Zusammensetzung stark beeinflusst werden. Bspw. 
verbleiben durch schnelles Erhitzen auf Temperaturen über 72 °C Maischen mit hohem 
Dextringehalt, welche geeignet sind für Biere mit niedrigem Alkoholgehalt. Beim sog. 
Läuterprozess wird die Würze (lösliche Substanzen) vom BSG (unlösliche Bestandteile) 
getrennt. Die Würze wird anschließend zusammen mit Hopfen zur Inaktivierung der 
Malzenzyme, Sterilisation, Bildung reduzierende Stoffe, Lösung von Hopfeninhaltsstoffen 
sowie Bildung und Ausscheidung von Eiweiß- und Gerbstoffen gekocht. Anschließend wird die 
Würze mittels Hefe einer alkoholischen Gärung unterworfen und das erhaltene Bier zur 
Haltbarmachung zumeist filtriert und abgefüllt [Fischer und Glomb, 2015]. 

2.1.2 Nutzungsmöglichkeiten und Anwendungen 
Sein hoher Protein- und Ballaststoffgehalt machen BSG zu einem geeigneten und günstigen 
Futtermittel für Vieh, doch sind seine Anwendungsmöglichkeiten deutlich vielseitiger und 
wurden in den letzten Jahren verstärkt erforscht. Die hohen Protein- und Ballaststoffgehalte 
machen BSG zu einem interessanten Rohstoff für die menschliche Ernährung. So kann BSG 
eingesetzt werden, um den Nährwert verschiedener Produkte zu erhöhen. Kürzlich publizierte 
Studien reichen von Einsatz in Pasta [Sahin et al., 2021; Nocente et al., 2019] oder 
proteinreicher Snacks [Pratap Singh et al., 2020] über Zusatz in gebackenen Gerste-Snacks 
[Amoriello et al., 2020; Kirjoranta et al., 2016; Ktenioudaki et al., 2012; Merten et al., 2022] 
bis hin zur Verarbeitung in Frankfurter Würstchen, um den Fettgehalt des Endproduktes zu 
reduzieren [Özvural et al., 2009; Nagy et al., 2017], wobei die Produkte in den dargelegten 
Studien nicht vermarktet wurden und lediglich ein potenzieller Einsatz von BSG untersucht 
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wurde. So zeigten Nocente et al. für Nudeln, dass der Zusatz von BSG zu Weizenmehl den 
Ballaststoffgehalt um bis zu 135 %, den β-Glucangehalt um bis zu 85 % und die antioxidative 
Kapazität um bis zu 19 % erhöhen konnte im Vergleich zu reinen Weizennudeln [Nocente et 
al., 2019]. Die Forscher um Kirjoranta beobachteten, dass eine Zugabe von BSG zu 
Weizenmehl im Verhältnis 1:4 den glykämischen Index von Keksen reduzieren konnte 
[Kirjoranta et al., 2016]. Merten et al. untersuchten u.a. den Gesamtphenolgehalt (engl. total 
phenolic content, TPC), Gesamtflavonoidgehalt (engl. total flavonoid content, TFC) und 
Gesamtballaststoffgehalt sowie die antioxidative Kapazität im Brot nach Zusatz 
unterschiedlicher Menge an BSG. Sie zeigten im Brot eine Erhöhungen der Substanzen, die 
nach einer Verdauung in vitro erhalten blieben [Merten et al., 2022]. Besonders β-Glucane aus 
Gerste sind in diesem Zusammenhang hinsichtlich ihrer positiven Effekte auf die menschliche 
Gesundheit wie Beschleunigung der Transitzeit, erhöhtes Stuhlgewicht und Fettausscheidung, 
verringertes Auftreten von Gallensteinen oder Senkung des postprandialen Serumglucose-
Spiegels von Bedeutung [Brennan und Cleary, 2005; Cho, 2001].  
Neben seinem Einsatz als Futtermittel oder für menschliche Ernährung kann BSG zur 
Treibstoffgewinnung eingesetzt werden. So gibt es Studien über den Einsatz von BSG zur 
Bioethanol- oder Biogasgewinnung durch Fermentation [Liguori et al., 2015; Szaja et al., 2020; 
Bedő et al., 2021]. Weiterhin eignet sich BSG als Wachstumsmedium bzw. Substrat für 
Fermentationsprozesse. Studien zur Nutzung durch verschiedene Organismen sind bekannt. 
Unter anderem wurde BSG erfolgreich als Zuckerersatz bei der Milchsäuregärung bzw. zur 
Lactatgewinnung [Mussatto et al., 2007b; Shindo und Tachibana, 2004; Akermann et al., 2020; 
Akermann et al., 2020] eingesetzt. Auch zur Xylitol-Produktion [Carvalheiro et al., 2006; 
Carvalheiro et al., 2005; Akermann et al., 2020] oder Zitronensäurefreisetzung mittels 
Rhizopus oligosporus [Cooray und Chen, 2018] wurde BSG verwendet. 
Weitere Anwendungsmöglichkeiten liegen in der Extraktion einzelner Wertstoffe oder 
Substanzklassen. Cellulose und Lignin sind wichtige Rohmaterialien in der Polymer-
Technologie und können mit verschiedenen Extraktionsmethoden aus BSG gewonnen 
werden. Mishra et al. isolierten Cellulose und überführten diese mittels eines mehrstufigen 
Prozesses in Nanofasern [Mishra et al., 2016], die oftmals als Füllstoffe verwendet werden 
[Chen et al., 2019]. Ebenso wurde Lignin mittels alkalischen Aufschlusses aus BSG, gefolgt von 
Ansäuerung der erhaltenen schwarzen Aufschlussflüssigkeit (engl. black liquor), gewonnen. Es 
ist ein wichtiger Ausgangsstoff für die Herstellung vieler Produkte wie u.a. Vanillin, Chelatoren 
oder Polymere [Mussatto et al., 2007c]. Die enthaltenen Hemicellulosen, v.a. Arabinoxylane, 
lassen sich ebenfalls mittels enzymatischer Extraktion aus BSG gewinnen [Coelho et al., 2016; 
Mandalari et al., 2005] und stellen Rohstoffe für biologisch abbaubare oder essbare 
Materialien im Bereich der Polymertechnologie dar [Péroval et al., 2002; Höije et al., 2005]. 
Neben diesen Inhaltsstoffen des BSG sind Minorkomponenten wie Phenole enthalten, mit 
HCAs als Hauptkomponenten. Sie wurden mittels verschiedener Prozesse wie SLE mit oder 
ohne alkalischer bzw. enzymatischer Vorbehandlung sowie ultraschall- oder 
mikrowellenunterstützt und verschiedenen Lösungsmitteln oder überkritischem CO2 
extrahiert [Faulds et al., 2002; Hernanz et al., 2001; Alonso-Riaño et al., 2020; Andres et al., 
2020; Bartolom und Gmez-Cordovs, 1999; Irakli et al., 2012; Spinelli et al., 2016]. Auf die 
einzelnen Inhaltsstoffe und die zugehörige Extraktionsmethodik wird im Folgenden 
eingegangen.  
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2.1.3 Inhaltsstoffe 
BSG ist der unlösliche Rückstand nach dem Läuterprozess der Bierherstellung und besteht 
hauptsächlich aus den Schalen des Getreidemalzes, was dessen hohen Gehalt an Cellulose, 
Hemicellulose und Lignin erklärt. Weiterhin finden sich recht hohe Gehalte an Proteinen und 
Fetten sowie, je nach Prozessführung, geringe Mengen an verbliebener Stärke (Tab. 1). Zudem 
ist BSG relativ reich an Phenolen, insbesondere HCAs, wobei dies genauer in Kapitel 2.1.3.3 
betrachtet wird. Die teilweise deutlich variierenden Gehalte sind abhängig von 
unterschiedlichen Faktoren wie der Brauprozessführung (Maische-/Malzprozess), dem 
verwendeten Ausgangsmaterial (Getreideart, Erntezeit), ggf. eingebrachten Zusatzstoffen im 
Brauprozess (exogene Enzyme, ungemälztes Getreide/Rohfrucht, Zucker/-sirup), wobei 
letztere nicht für nach dt. Reinheitsgebot gebraute Biere von Bedeutung sind [Moreira et al., 
2013b; Basarová, 2020; Steiner et al., 2015; Steiner et al., 2015]. Zusätzlich spielt bei der 
Analyse der Zusammensetzung die Lagerzeit des BSG eine Rolle, da dieser sehr anfällig für 
mikrobiologische Prozesse ist [Bianco et al., 2020]. Daher sollte er vor der Analyse mittels 
Gefriertrocknung möglichst schonend in einen lagerfähigen Zustand überführt werden. 

Tab. 1: Zusammensetzung verschiedener BSG.  

Inhaltsstoff in 
[g/100 g 
Trockengewicht 
BSG] 

[Jay et 
al., 
2008] 

[Xiros 
et al., 
2008] 

[Mene
ses et 
al., 
2013] 

[Robertson 
et al., 2010] 

[Corona
do et 
al., 
2020] 

[Naibaho 
und 
Korzeniows
ka, 2021]3 

[Parchami 
et al., 
2021] 

Hemicellulose 
(Arabinoxylan) n.b.1 40,2 19,3 n.b. 37,2 n.b. 25,3 
Cellulose 31–33 12 21,7 19,7 26,8 n.b. 17,5 
Stärke 10–12 2,7 n.b. 1,6–13 2 n.b. n.b. 20,9 
Protein 15–17 14,2 24,7 14,9–22,3 2 n.b. 22,2–30,2 22,7 
Lignin 20–22 11,5 19,4 12,6–17,2 17,1 n.b. 16,7 4 

Lipide 6–8 13 n.b. n.b. n.b. 9,5–13,1 n.b. 
Asche n.b. 3,3 4,2 n.b. 4,1 3,3–4,3 n.b. 

1 n.b.= nicht bestimmt  
2 Schwankungen zwischen BSG von Lager und Ale Bier  
3 BSG acht verschiedener Brauereien 
4 Gesamtfaser abzüglich Cellulose und Hemicellulose 

2.1.3.1 Ballaststoffe  
Ballaststoffe sind definiert als die Bestandteile pflanzlicher Nahrungsmittel, die von den 
Enzymen des menschlichen Körpers nicht verdaut werden können. Darunter fallen zahlreiche 
Polysaccharide sowie Lignin. Es wird weiterhin unterschieden zwischen löslichen 
Ballaststoffen, welche im Kolon fermentiert werden und wasserlöslich sind, sowie unlöslichen 
(bspw. in Weizenkleie), welche auch durch Mikroorganismen im Körper nahezu unverdaut 
bleiben und in Wasser nicht löslich sind. Der positive Effekt auf die menschliche Gesundheit 
durch Ballaststoffe wurde durch Studien belegt. Anderson et al. fasste verschiedene 
Wirkungen zusammen, welche u.a. die Risikoreduktion für koronare Herzerkrankungen, 
Schlaganfälle, Bluthochdruck, Diabetes (bspw. durch Kontrolle der postprandialen BZ), 
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Fettleibigkeit sowie verschiedene gastrointestinale Erkrankungen umfassen [Anderson et al., 
2009]. Mit der Verordnung (EG) Nr. 1924/2006, der sogenannten Health-Claims-VO, sind seit 
2006 Lebensmittel als Ballaststoffquelle oder Lebensmittel mit hohem Ballaststoffgehalt und 
damit gesundheitsbezogenen Angaben kennzeichenbar. Explizit für verschiedene 
Getreideballaststoffe sind in der Artikel 13-Liste gesundheitsbezogene Angaben zur Erhöhung 
des Stuhlvolumens oder Unterstützung der normalen Darmfunktion bzw. Beschleunigung der 
Darmpassage enthalten [VO (EG) NR. 1924/2006; VO (EU) Nr. 432/2012]. Die Deutsche 
Gesellschaft für Ernährung (DGE) empfiehlt eine hohe Ballaststoffzufuhr von etwa 30 g/Tag 
bzw. 14,6 g/1000 kcal, was sich insbesondere durch den Verzehr von Obst und Gemüse bzw. 
Vollkornprodukten erreichen lässt [DGE Bonn, 2019].  
BSG enthält eine Vielzahl an Ballaststoffen, zu welchen Polysaccharide wie Arabinoxylane, 
β-Glucane und Cellulose sowie Lignin als polyphenolisches Makromolekül zählen [Kanauchi 
und Agata, 1997; Preedy; Watson; Patel, 2011]. Mit bis zu 70 % Polysacchariden zählt BSG (vgl. 
Tab. 1) als ballaststoffreich. Aufgrund des Brauprozesses, in welchem die löslichen 
Bestandteile in die Würze übergehen, verbleiben im BSG v.a. die unlöslichen, nicht mit Wasser 
extrahierbaren Substanzen, für deren Extraktion jedoch viele Methodiken beschrieben sind 
[Lynch et al., 2021], wobei die einzelnen Substanzklassen im Folgenden vorgestellt werden 
sollen und die im BSG verbliebenen größtenteils den unlöslichen Ballaststoffen zugeordnet 
werden können.  

Die Hemicellulosen Arabinoxylane (s. Abb. 2; AX) stellen in BSG neben Cellulose die 
Hauptpolysaccharide dar und bestehen strukturell aus β-D-(1 → 4)-verknüpften -
Xylopyranosylen mit α-L-Arabinofuranose-Seitenketten. Zusätzlich sind vereinzelte 
Arabinofuranosen mit monomeren oder dimeren FA-Einheiten als sog. Quervernetzer 
verestert. BSG enthält sowohl lösliche als auch unlösliche AX, da bspw. Proteinbarrieren in der 
Pflanzenmatrix die Extraktion der löslichen AX während des Brauprozesses verhindern kann 
[Reis et al., 2015].  

 
Abb. 2: Struktur der AX; β-D-(1 → 4) -verknüpfte -Xylopyranosyle mit α 13 verknüpften Arabinofuranosen und 
veresterter FA an C(4) der Arabinofuranose. (Modifiziert nach Reis et al., 2015 und Lynch et al., 2016). 
AX: Arabinoxylan, FA: Ferulasäure  

Effekte durch AX aus Getreide hinsichtlich einer Modulation des glykämischen Index sind in 
aktuellen Studien beschrieben [Malunga et al., 2017; Truchado et al., 2017; EFSA, 2011b]. Ein 
ähnlicher Einfluss durch mit BSG angereicherte, getreidebasierte Snacks wurde von Reis et al. 
beobachtet. Durch Zusatz von BSG erhöhte sich neben dem Polyphenolgehalt (v.a. 
phenolische Säuren) der AX-Gehalt der Lebensmittel, was zu einem Anstieg der antioxidativen 
Kapazität und gleichzeitig zu einer Abnahme des glykämischen Index führte [Reis und Abu-
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Ghannam, 2014]. Weiterhin wurde in einer in vitro-Studie von Lynch et al. in 
Stuhlfermentationsexperimenten der Einfluss von BSG-AX auf das Mikrobiom untersucht und 
ein präbiotisches Potential bestätigt [Lynch et al., 2021]. AX aus Getreide bzw. auch BSG 
zeigten folglich potente biologische Wirkungen, was ihre Extraktion aus der Pflanzenmatrix 
für weitere Untersuchungen notwendig macht. AX sind über Wasserstoffbrücken an Cellulose 
gebunden und in einer komplexen Matrix aus Lignin, Cellulose und Proteinen eingeschlossen, 
weshalb sie mittels aufwändiger Extraktionsverfahren gewonnen werden müssen. Hierbei 
wurden  Verfahren angewandt, die von physikalischen (z.B. ultraschallunterstützt [Reis et al., 
2015]), enzymatischen [Treimo et al., 2009] zu chemischen Methoden mit Alkaliextraktion 
reichen [Martínez-Encinas et al., 2021; Coelho et al., 2016; Mandalari et al., 2005], wobei auch 
Kombinationen der Methoden Anwendung finden. Coelho et al. erzielten eine Ausbeute AX-
reicher Fraktionen von 2 % nach Extraktion mit Wasser und anschließender Dialyse, welche 
durch Kalilauge auf 10–13 % gesteigert wurde.  Die höchsten Gehalte an AX sowie Zuckern 
(v.a. Arabinose, Xylose und Glucose) wurden dabei mit vier molarer Kalilauge gewonnen. Die 
so erhaltenen Fraktionen enthielten zwischen 66–76 % Zucker und 85–94 mol % AX, wobei das 
Arabinose/Xylose-Verhältnis bei ca. 0,85 lag. Weiterhin untersuchten Coelho et al. die Struktur 
der AX und machten die 14-Xylose-Verbrückung mit 45–71% als Hauptverbindung aus. 
Arabinose war im Gegensatz dazu v.a. terminal verbunden was so auch von Reis et al. 
publiziert wurde [Reis et al., 2015; Coelho et al., 2016]. Die Größe der extrahierten AX, d.h. 
das Ausmaß der Spaltungen kovalenter Bindungen innerhalb der Makromoleküle, hängt stark 
von der Konzentration der Lauge im Extraktionsprozess ab. AX-Anteile mit eher geringer 
Molmasse (1000–7000 Da) finden sich demnach v.a. bei Extraktion mit starken Basen (ca. 
4 M). Verschiedene Dehydrodimere der Ferulasäure (DiFA) sowie das Monomer (s. 2.1.3.3.1) 
werden durch den Aufschluss ebenso freigesetzt, wobei etwa 15 % verestert an den AX 
verbleiben. Neben FA-Veresterungen finden sich Glucuronidierungen [Reis et al., 2015] und 
Acetylierungen der Xyloseeinheiten, wobei ca. eine Acetatgruppe pro 12 Xyloseeinheiten von 
Mandalari et al. beschrieben wurde, was etwa fünfmal so häufig war wie die Veresterung mit 
FA [Mandalari et al., 2005].  

Als zweite Gruppe der Hemicellulosen sind β-Glucane ((1–3,1–4)-β-D-Glucan)) in BSG 
enthalten. Wie auch die AX können sie sowohl den löslichen als auch den unlöslichen 
Ballaststoffen angehören, was u.a. auch vom Molekulargewicht abhängt [Zielke et al., 2017]. 
Sie spielen mengenmäßig (ca. 1 % w/w) eine untergeordnete Rolle [Bravi et al., 2021]. 
Strukturell handelt es sich um lineare Ketten 13 und 14 verknüpfter 
β-D-Glucopyranosyleinheiten mit einem Molekulargewicht von 48–3000 kDa, wobei die 14 
Verknüpfung mit etwa 75–85 % dominiert [Gómez et al., 1997]. Ihre positiven Effekte 
hinsichtlich der Risikoreduktion für koronare Herzerkrankungen beruhen auf der Reduktion 
der Gallensäurerückresorption und einer dadurch erhöhten Gallensäuresynthese aus 
Cholesterol. Gleichzeitig wird die Ausscheidung neutraler Sterole erhöht, was die 
Cholesterinkonzentration im Blut senkt. Ein erhöhter LDL-Cholesterinspiegel ist assoziiert mit 
der Entwicklung von Arteriosklerose, welche eine der Hauptursachen koronarer 
Herzerkrankungen darstellt.  [Steiner et al., 2015; Lynch et al., 2016]. Der cholesterinsenkende 
Effekt ist ab einer Dosis von 3 g/Tag für β-Glucan aus Gersten beschrieben.  
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Weiterhin reduziert die Aufnahme von ca. 4 g β-Glucan/30 g verfügbarer Kohlenhydrate die 
postprandiale glykämische Antwort, ohne gleichzeitig den Insulinspiegel überproportional zu 
erhöhen. Dies stellt eine Möglichkeit dar, postprandiale Hyperglykämie zu behandeln [EFSA, 
2011a]. Ihre Extraktion beruht bspw. auf einer Inkubation mit α-Amylase, zum Abbau von 
Stärke und anschließender Dialyse [Zielke et al., 2017] oder mikrowellenunterstützter 
Extraktion bei 140 °C [Coelho et al., 2014].  

Da BSG v.a. aus den äußeren Schalen des Gerstenkorns besteht, findet sich als weiteres 
Hauptpolysaccharid Cellulose (Homopolymer, (1,4)-ß-verknüpfte Glucose Einheiten), welches 
die Grundlage der pflanzlichen Zellwände darstellt und zur Gruppe der unlöslichen 
Ballaststoffe gehört [Williams et al., 2019]. Die Wirkung von Cellulose im menschlichen 
Darmtrakt wurde schon vor vielen Jahren untersucht. So erhöhte Cellulose in 
unterschiedlichen Studien das Stuhl-Gewicht, verringerte die Darm-Transit-Zeit und den pH-
Wert des Stuhls [Eastwood et al., 1973; Slavin und Marlett, 1980; Wrick et al., 1983]. Auch 
modifizierte Cellulose, wie nanofibrillierte Cellulose oder Carboxymethylcellulose, ein 
verwendetes Verdickungs- und Überzugsmittel, kann den menschlichen Darmtrakt 
beeinflussen. Liu et al. beobachteten eine verzögerte Glucosediffusion und verringerte 
Amylolyse durch nanofibrillierte Cellulose, welche sie auf die Viskosität der Cellulose 
zurückführten [Liu et al., 2018]. Carboxymethylcellulose zeigte abführende Wirkung [Schultz 
J., 1949] und führte zudem zu einer Reduktion der Darmflora-Diversität [Chassaing et al., 
2022]. Die Extraktion von Cellulose aufgrund deren möglichen biologischen Wirkungen sowie 
als Ausgangsmaterial zur Synthese modifizierter Produkte kann mittels alkalischem Aufschluss 
und sich anschließendem Bleichen [dos Santos et al., 2015; Mishra et al., 2016] aus BSG 
erfolgen.   

Mit circa 20 % (s. Tab. 1) stellt Lignin einen weiteren Hauptinhaltsstoff des BSGs dar. Er zählt 
zu den nicht-polysaccharidischen unlöslichen Ballaststoffen und ist ein Teil der pflanzlichen 
Zellwand. Dort stellt es die Verbindung zwischen Cellulose und Hemicellulose dar, womit es 
die Stabilität sowie Integrität der Zellwand unterstützt [Mussatto, 2010]. Lignin lässt sich 
strukturell als polyphenolisches Makromolekül aus drei Monomeren (Monolignole), p-
Coumaryl-, Coniferyl-, und Sinapylalkohol (Abb. 3) beschreiben. Durch radikalinduzierte 
Kondensationsreaktionen entsteht ein komplexes Netzwerk zum Polymer, während die 
Zusammensetzung je nach Pflanzenart variiert. Die häufigste Verknüpfung ist der β-Arylether 
(β-O-4)- gefolgt von Phenylcoumaran (β-5)-, Biphenyl (5-5′)-, Diarylpropan (β-1)-, α-Arylether 
(α-O-4)-, Diarylether (4-O-5)-, und Pinoresinol (β-β)-Verknüpfungen. Zusätzlich liegen in Lignin 
aus Getreide FA-Quervernetzungen zu Kohlenhydraten vor. Durch den Einbau der 
Monolignole in die Polymerstruktur ergeben sich drei Einheiten, die Guaiacyl (G)-, die Syringyl 
(S)- und die p-Hydroxyphenyl (H)-Einheit. Zweikeimblättrige Bedecktsamer (lat. Angiosperme 
Dikotyledonen), zu denen auch Gerste gehört, beinhalten v.a. die G- gefolgt von der S-Einheit 
(Abb. 3) [Niemi et al., 2013; Vanholme et al., 2010]. Dies wurde für BSG in einer aktuellen 
Studie bestätigt, wobei ein S/G-Verhältnis von 0,5–0,7 ermittelt wurde [Ohra-aho et al., 2016]. 
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Abb. 3: Monolignole: (a) Coniferylalkohol; (b) Sinapylalkohol; (c) p-Coumarylalkohol; (d) G- und S-Einheit über β-
O-4-Verbindung verknüpft. (Modifiziert nach Niemi et al., 2013 und Vanholme et al., 2010).  

In vitro-Studien im Kolonmodel zeigten, dass Lignin aus BSG von Mikroorganismen zumindest 
teilweise verstoffwechselt werden kann. So führten ligninreiche Fraktionen zu einer 
verbesserten Vitalität einiger Bifidobakterien im Vergleich zu Glucose als alleiniges 
Wachstumsmedium. Nach der Fermentation durch die Mikroorganismen wurden 
verschiedene phenolische Moleküle mit Guaiacyl- und Syringyl- Struktur sowie verschiedene 
Lignane detektiert [Niemi et al., 2013]. Eine Wirkung auf den Glucosestoffwechsel durch Lignin 
wurde ebenfalls beschrieben. So konnten eine starke α-Glucosidaseinhibition durch Lignin 
(v.a. G- und S-Einheiten) aus Canna edulis [Xie et al., 2017] sowie eine potente 
α-Amylaseinhibition durch biomodifiziertes Lignin aus Acacia nilotica beobachtet werden. 
Letzteres wurde mittels Biodegradierung von Lignin durch 21-tägige Kultivierung mit zwei 
Pilzstämmen (F10 und APF4) erhalten [Barapatre et al., 2015].  
Lignin kann mittels alkalischen Aufschlusses unter vorangegangener Säurebehandlung 
gewonnen werden. Dabei entsteht der sog. black liquor, aus welchem Lignin mit 
konzentrierter Schwefelsäure bis zu annährend neutralem pH-Wert gefällt werden kann 
[Mussatto et al., 2007c]. Zur Isolierung einzelner Ligninfraktionen aus BSG wurden 
verschiedene enzymatische Vorbehandlungen mit kohlenhydrat- oder proteinabbauenden  
Enzymen nach einer Soxhlet-Extraktion mit Hexan und anschließender Acidolyse eingesetzt 
[Ohra-aho et al., 2016].  

2.1.3.2 Lipide 
Neben hohen Gehalten an Ballaststoffen und Proteinen stellen Lipide mit ca. 10 % (Tab. 1) 
eine weitere Hauptkomponente in BSG dar. Studien zur genauen Zusammensetzung sind 
bislang limitiert. Niemi et al. untersuchten die Fettsäurezusammensetzung einer mittels 
Soxhlet-Extraktion (Heptan) gewonnenen Lipidfraktion via Pyrolyse-GC/MS. Zudem nutzten 
sie die TLC-GC (engl. thin layer chromatography gas chromatography) zur Detektion und 
Quantifizierung der einzelnen Lipidklassen. Die Lipidfraktion entsprach 11 % des Gesamt- BSG. 
Die enthaltenen Fettsäuren setzten sich zum größten Teil aus Linol-(18:2), Palmitin-(16:0) und 
Ölsäure (18:1) gefolgt von geringeren Mengen an Stearin-(18:0) und Linolensäure (18:3) 
zusammen. Hinsichtlich der Lipidklassen detektierten sie Triglyceride mit 55 % als Hauptanteil, 
freie Fettsäuren zu 30 % und Phospholipide sowie Diglyceride mit 9,1 % und 5,7 %, wobei der 
hohe Gehalt an freien Fettsäuren vermutlich auf endogene Lipaseaktivität während des 
Mälzens und Maischens zurückgeführt werden kann. Neben dem unbehandelten BSG 
analysierten sie die Lipide in einer BSG-Fraktion, welche nach Behandlung mit kohlenhydrat- 
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und proteinabbauenden Enzymen und anschließender Fällung durch Acidolyse erhalten 
wurde. Diese bestand aus ca. 40 % Lipiden mit ähnlicher Fettsäurezusammensetzung, jedoch 
deutlich geringerem Anteil an Triglyceriden, was durch den hohen pH-Wert während der 
alkalischen Proteasebehandlung erklärbar ist [Niemi et al., 2012].  
Weiterführende Studien wurden von Del Rio et al. mit Acetonextrakten (Ausbeute 9,2 %) und 
GC-MS-Analytik durchgeführt. Sie bestimmten die Triglyceride mit 25,3 g/kg BSG 
(Trockengewicht, aschefrei) als Hauptkomponenten, wobei Trilinolein, Dilinoleyl-Palmitin und 
Dilinoleyl-Olein überwiegten. Auch bei den Diglyceriden (2,9 g/kg) waren Ester der Linolsäure 
die Hauptvertreter. Zudem wurden Monoglyceride (0,61 g/kg) nachgewiesen, die von 2,3-
Dihydroxypropyltetradecanoat zu 2,3-Dihydroxypropyloctacosanoat reichten. Freie 
Fettsäuren waren mengenmäßig mit 6,7 g/kg die zweitgrößte Komponente mit Fettsäuren von 
Tetradecan-(C14) bis Triacontansäure (C30). Als weitere Inhaltsstoffe in den Lipidfraktionen 
fanden sie Alkylresorcinole mit einem Gehalt von 30 mg/kg, welche strukturell als Resorcin, 
d.h. phenolische Komponente mit Alkylketten beschrieben werden können. Verschiedene 
Steroidklassen wie freie Sterole, Sterolglycoside und -ester sowie Steroidhydrokarbone und -
ketone wurden mit einem Gehalt von 1905 mg/kg publiziert, wobei die freien Sterole v.a. 
Sitosterol und Campesterol überwogen [Del Río et al., 2013]. 
 

 
Abb. 4: Ausgewählte Strukturen und Hauptinhaltsstoffe der Lipidfraktionen aus BSG: (a) Linolsäure; (b) Glycerin, 
Pfeile markieren die Veresterungspositionen mit Fettsäuren; (c) Grundstruktur der 5-n-Alkylresorcinole; (d) β-
Sitosterin als Hauptvertreter der freien Sterole; (e) 9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensäure.  

Der hohe Gehalt der ungesättigten Fettsäure Linolsäure, macht BSG empfindlich für 
Oxidationsprozesse. Arts et al. zeigten in ihren Studien, dass beim Maischeprozess 
monohydroxylierte Fettsäuren, wie 9- und 13-OH-Fettsäuren, maßgeblich durch enzymatische 
Reaktionen gebildet werden. Hydroperoxide können dabei als Zwischenprodukte zusätzlich 
Auslöser für radikalische Lipidoxidation sein [Arts et al., 2007]. Im Jahr 1985 wurde publiziert, 
dass ca. 30 % aller Lipide beim Maischeprozess oxidiert werden [Anness und Reud, 1985] und 
mehrfach hydroxylierte Fettsäuren wie Trihydroxyfettsäuren entstehen. Deren Derivate von 
Linolsäure wurden in Bier detektiert [Hamberg, 1991; Garbe et al., 2005]. Zusammengefasst 
werden die Oxidationsprodukte unter dem Sammelbegriff Oxylipine. Studien zum 
Vorkommen von Oxylipinen in BSG sind bis dato nicht bekannt. Eine der häufigsten 
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Trihydroxyfettsäuren in Bier, die 9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensäure, ist in Abb. 4 (e) 
dargestellt. 

2.1.3.3 Sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe  
Sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe sind Substanzen, die von Pflanzen zusätzlich neben dem 
primären Metabolismus gebildet werden und verschiedene Funktionen erfüllen, welche der 
Pflanze bspw. Überlebensvorteile in ihrer Umwelt bietet. So haben sie für die Pflanze oft 
antifungizide oder antimikrobielle Wirkung, regen die Blüte oder Fruchtbildung an oder 
dienen als Lockstoffe bzw. Repellent. Über 50 000 Metaboliten wurden bereits identifiziert 
und entsprechend vielfältig sind die zugehörigen Substanzklassen, welche Kohlenhydrate, 
Terpene, Phenole, Saponine, Alkaloide und Lipide umfassen [Hussein und El-Anssary, 2019; 
Teoh, 2016]. Dabei stellen Polyphenole die größte Gruppe dar und können anhand ihrer 
Struktur oder biosynthetischen Ursprungs in die folgenden Untergruppen klassifiziert werden: 
Phenolsäuren, Stilbene, Lignane, Flavonoide wie Anthocyane oder Flavanole [Ferrazzano et 
al., 2011]. Zahlreiche biologische Wirkungen sind in vitro sowie in vivo bekannt und reichen 
von antioxidativen [Shen et al., 2016], antiinflammatorischen [Eun et al., 2016], sowie den 
Blutzucker beeinflussenden „antidiabetischen“ durch α-Amylase- und 
α -Glucosidaseinhibition [Ramakrishna et al., 2017] über antibakterielle [Boubakri et al., 2017] 
Effekte, wobei die hier angeführten Studien Polyphenole aus Gerste (Hordeum vulgare) 
untersuchten. Die im BSG enthaltenen Polyphenole werden in den Folgekapiteln (s. Kapitel 
2.1.3.3.1 und 2.1.3.3.2) genauer erläutert, wobei der Fokus auf den phenolischen Säuren (v.a. 
den Hydroxyzimtsäuren) und den Flavonoiden liegt. Bei Getreide wird zwischen freien und 
gebundenen Polyphenolen unterschieden, da große Mengen in der komplexen Matrix des 
lignocellulosischen Materials gebunden vorliegen. So werden die freien Polyphenole eher mit 
SLE gewonnen, wohingegen die gebundenen erst mittels enzymatischer oder alkalischer 
Hydrolyse zugänglich gemacht werden können [Verni et al., 2020; Mussatto et al., 2007a; 
Birsan et al., 2019]. Eine weitere Gruppe sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe, die zu den 
Alkaloiden gezählt werden kann, sind Phenolamide, welche  als zweitgrößte Klasse der 
Phytochemikalien in verschiedenen Vollkorn- oder Malzproben detektiert wurde [Koistinen et 
al., 2020]. Durch die Verknüpfung einer phenolischen Komponente mit aliphatischen oder 
aromatischen Aminen ergibt sich eine Vielzahl potenzieller Strukturen. Wie die Polyphenole, 
sind Phenolamide bekannt für ihre antioxidative [Lee et al., 2015], anti-inflammatorische 
[Yamazaki et al., 2008], antidiabetische [Liu et al., 2011] oder antifungizide Wirkung [Röpenack 
et al., 1998]. In Gerste sind spezifische Phenolamide, die Hordatine, enthalten, welche bislang 
in Bier [Pihlava et al., 2016] nicht jedoch in BSG nachgewiesen wurden und im Folgenden (s. 
Kapitel 2.1.3.3.3) vorgestellt werden. 

2.1.3.3.1 Hydroxyzimtsäuren 
BSG enthält als Hauptsubstanzklasse der Polyphenole verschiedene phenolische Säuren. 
Dabei stellen HCAs den Hauptanteil der in BSG enthaltenen Polyphenole dar, wobei trans-
Ferula- und p-Coumarsäure (pCA) gefolgt von deutlich geringeren Gehalten an CA und 
Sinapinsäure überwiegen (Abb. 5) [Moreira et al., 2013b; Ikram et al., 2020]. Dies ist bedingt 
durch den hohen Gehalt an lignifizierter Zellwand aus den Getreideschalen, in welcher 
phenolische Komponenten, v.a. FA, als verknüpfende Quervernetzer zwischen den 
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Arabinoxylanketten über Veresterung dienen [Hernanz et al., 2001; Bartolomé et al., 2002]. 
Als zweite Gruppe der phenolischen Säuren sind Hydroxybenzoesäuren wie 4-Hydroxybenzoe-
, Protocatechu-, Vanillin- und Syringasäure enthalten (Abb. 5). Allerdings sind ihre Gehalte 
deutlich geringer, weshalb der Fokus im Folgenden auf den HCAs liegt [Birsan et al., 2019; 
Verni et al., 2020].  
 

Hydroxyzimtsäure R1 R2 
p-Coumarsäure H H 
trans-Ferulasäure H OCH3 
Kaffeesäure H OH 
Sinapinsäure OCH3 OCH3 
Hydroxybenzoesäure R3 R4 
4-Hydroxybenzoesäure H H 
Protocatechusäure OH H 
Vanillinsäure OCH3 H 
Syringasäure OCH3 OCH3 

Abb. 5: Struktur der monomeren phenolischen Säuren 

Neben den monomeren HCAs finden sich verschiedene DiFAs oder trimere und tetramere 
Strukturen, die ebenfalls Bestandteil der Zellwände in Getreide sind. Diese quervernetzenden 
Einheiten sind als solche kovalent in der Matrix gebunden und mit deutlich höherer Ausbeute 
mittels enzymatischer [Faulds et al., 2004; Verni et al., 2020] oder physikalisch-chemischer 
Methoden wie mikrowellen- oder thermisch unterstützter alkalischer Hydrolyse [Moreira et 
al., 2012; Stefanello et al., 2018; Mussatto et al., 2007a] extrahierbar. Hinsichtlich der DiFAs 
identifizierten Moreira et al. acht Strukturen, welche von der 8-8-´Aryltetralin-, 8-5´-
Benzofuran-, 8-8´ linearen-, 8-5´-, 8-8´ zyklischen-, 5-5´ methylierten-, 8-O-4´-DiFA bis zur 
decarboxylierten Form reichen. Zudem konnten sie als trimere Struktur die 5-5´/ 8´-O-4´´-
dehydrotrimere Ferulasäure (TriFA) bestimmen (Abb. 6) [Moreira et al., 2012]. Im Rahmen der 
Arbeit werden die Trivialnamen für di- und trimere Strukturen aus bereits publizierten Studien 
verwendet. Diese beschreiben, an welchen C-Atomen der beiden Monomere die Verknüpfung 
vorliegt und geben so an, ob eine C-C-Verbindung oder eine C-O-Etherverbindung vorliegt. 
Weiterhin wird die Struktur durch Angaben wie zyklisch, linear oder Aryltetralin spezifischer 
beschrieben.  
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Abb. 6: Strukturen der im BSG und Getreide identifizierten DiFAs und TriFAs; (1) 8-8-´ Aryltetralin-DiFA, (2) 8-8´ 
lineare DiFA, (3) 8-5´-DiFA, (4) 5-5´-DiFA, (5) 8-5´-Benzofuran-DiFA, (6) 8-O-4´-DIFA, (7) 8-5´-decarboxylierte DiFA, 
(8) 5-5´/ 8´-O-4´´-TriFA. (Modifiziert nach Moreira et al., 2012 und Callipo et al., 2010). DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer, TriFA: Ferulasäure-Dehydrotrimer  

Der Gehalt an HCA in BSG hängt dabei von verschiedenen Faktoren ab. So ist v.a. das 
verwendete Ausgangsmalz und dessen Darrtemperatur ausschlaggebend für den 
Polyphenolgehalt [Moreira et al., 2013b]. Die eingesetzten Extraktionsmethodiken 
(enzymatisch oder ohne Vorbehandlung) [Verni et al., 2020] sowie die Konzentration der 
verwendeten Lauge zum Aufschluss, die Temperatur und Extraktionsdauer [Mussatto et al., 
2007a] sind von tragender Bedeutung für die am Ende extrahierte Menge an HCA. Auch hat 
dies einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Derivate hinsichtlich mono- bis tetramerer 
Strukturen. Verni et al. quantifizierten gebundene Polyphenole in unbehandeltem BSG sowie 
nach verschiedenen Enzymvorbehandlung (Xylanase) und Fermentation (L. plantarum) jeweils 
nach alkalischem Aufschluss. Sie bestimmten höhere Di- bis Tetramer- sowie Gesamtgehalte 
bis zu 2070 mg/kg Trockenmasse BSG in Proben mit beiden Vorbehandlungen [Verni et al., 
2020]. Die Gehalte an monomeren HCA reichen unter Einbeziehung aller 
Extraktionsmethodiken von 22–210 mg/100 g BSG p-Coumarsäure, 36–507 mg/100 g BSG FA 
und 0,04–64 mg/100g BSG CA [Alonso-Riaño et al., 2020; Stefanello et al., 2018; Birsan et al., 
2019; Verni et al., 2020; Ikram et al., 2020]. In der folgenden Tabelle (Tab. 2) wurden Gehalte 
in Extrakten dargestellt, welche nach ähnlichen Methodiken wie die in der vorliegenden Arbeit 
hergestellt wurden. Durch alkalischen Aufschluss wurden v.a. trans-FA und pCA mit Gehalten 
von 5,3–207 mg FA/100 g BSG bzw. 4,1–103 mg pCA/100 g BSG extrahiert. CA und 
Sinapinsäure waren in vergleichbaren Konzentrationen wie die drei Hydroxybenzoesäuren 
Protocatechu-, Vanillin- und Syringasäure enthalten, wobei die Gehalte für alle mit max. 
10,6 mg/100 g BSG gering waren. Oligomere FA wurden von Verni et al. als FA-Äquivalente 
bestimmt mit 56,8 mg DiFAs/100 g BSG und 8,8 mg TriFAs/100 g BSG. Stefanello et al. zeigten 
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mit ihren Ergebnissen zudem, dass sich der alkalische Aufschluss besser zur Extraktion von FA 
und pCA eignet, da die Gehalte durch SLE ca. 350- bzw. 130-fach geringer ausfielen.  

Tab. 2: Gehalte verschiedener phenolischer Säuren in BSG bestimmt nach unterschiedlichen 
Extraktionsmethodiken 

Substanz 
Gehalt*  
[mg /100 g BSG 
dw] 

Extraktionsmethodik Referenz 

tr
an

s-
FA

 

207,7 ± 11,7  alkalischer Aufschluss 
(0,75 %-ige Natronlauge (NAOH)) 

[Stefanello et al., 2018] 

0,6 ± 0,1  SLE mit 50 %-igem Aceton [Stefanello et al., 2018] 

84,9 ± 1,5  ultraschallgestützter alkalischer 
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) + 
Ethlyacetat-Extraktion 

[Birsan et al., 2019] 

5,3 ± 0,2  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan - und 
Ethylacetat (EtOAc)-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

130,6 ± 0,1  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) 

[Alonso-Riaño et al., 2020] 

pC
A 

 

103,2 ± 12,3  alkalischer Aufschluss 
(0,75 %-ige NaOH) 

[Stefanello et al., 2018] 

0,8 ± 0,2  SLE mit 50 %-igem Aceton [Stefanello et al., 2018] 

38,7 ± 0,7  ultraschallgestützter alkalischer 
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) + 
Ethlyacetat-Extraktion 

[Birsan et al., 2019] 

4,1 ± 0,2  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan - und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

53,8 ± 0,4  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) 

[Alonso-Riaño et al., 2020] 

CA
 

0,033 ± 0,001  
 

ultraschallgestützter alkalischer 
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) + 
Ethlyacetat-Extraktion 

[Birsan et al., 2019] 

3,5 ± 0,1  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan- und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 
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Si
na

pi
ns

äu
re

 
8,7 ± 1,0  alkalischer Aufschluss 

(0,75 %-ige NaOH) 
[Stefanello et al., 2018] 

1,1 ± 0,2  
 

ultraschallgestützter alkalischer 
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) + 
Ethlyacetat-Extraktion 

[Birsan et al., 2019] 

1,5 ± 0,1  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan- und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

2,7 ± 0,1  
 

alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) 

[Alonso-Riaño et al., 2020] 

Di
FA

 56,8 ± 2,1 
mg FA-
Äquivalente (FA-
Äq)/100 g BSG 

alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan - und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

Tr
iF

A 

8,8 ± 0,4  
mg FA-Äq/100 g 
BSG 

alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan - und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

Sy
rin

ga
-

sä
ur

e 

10,6 ± 0,6  alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) 

[Alonso-Riaño et al., 2020] 

Va
ni

lli
ns

äu
re

 

0,67 ± 0,03  
 

alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) + Hexan - und 
EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

4,9 ± 0,2  
 

alkalischer Aufschluss 
(zwei M NaOH) 

[Alonso-Riaño et al., 2020] 

Pr
ot

o-
ca

te
ch

u-
sä

ur
e 

0,02 ± 0,01  
 

ultraschallgestützter alkalischer 
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) + 
Ethlyacetat-Extraktion 

[Birsan et al., 2019] 

* Gehalte gerundet und umgerechnet auf eine Einheit [mg/100 g BSG] (elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G) 

Die antioxidative Wirkung natürlich vorkommender HCA [Zduńska et al., 2018; Gülçin, 2006; 
Shen et al., 2019] sowie spezifisch für HCA aus Gerste [Shen et al., 2016] sowie synthetisierte 
DiFAs [Garcia-Conesa et al., 1997] wurde bereits beschrieben. Ebenso antiinflammatorische 
[Huang et al., 2009; Zhu et al., 2018; Mir et al., 2018; Da Cunha et al., 2004] sowie den 
Blutzucker beeinflussende („antidiabetische“) [Singh et al., 2012; Adisakwattana, 2017; 
Adisakwattana et al., 2009; Chiou et al., 2017] Eigenschaften sind bekannt, wobei letztere im 
Fokus dieser Arbeit stehen. So erwiesen sich CA und FA in vitro als potente α-Glucosidase-
Inhibitoren [Adisakwattana et al., 2009]. HCA-reiche Extrakte aus Echinacea purpurea Extrakt 
hemmten sowohl α-Glucosidase als auch α-Amylase. Weiterhin konnte in einer in vivo-Studie 
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mit Typ 2 Diabetes-Ratten ein starker Effekt durch FA auf den Glykogenmetabolismus 
beobachtet werden, wobei verschiedene Enzyme wie Glykogensynthase oder 
Glykogenphosphorylase (GP) beeinflusst waren. Deren Aktivitäten sind in an mit DM 
erkrankten Tieren beeinflusst und weisen eine niedrigere Aktivität bei der Glykogenese sowie 
eine höherer bei der Glykogenolyse auf. Durch eine FA-Gabe normalisierte sich diese 
Verteilung der Enzymaktivitäten auf das Level gesunder Tiere [Narasimhan et al., 2015b; 
Narasimhan et al., 2015a]. Zudem konnte eine potente α-Glucosidase-inhibierende Wirkung 
durch DiFAs (8-5′, 5-5′ und 8-O-4′) und eine TriFA (5-5′/8-O-4″) aus Vollkornreis, auch brauner 
Reis genannt, nachgewiesen werden [Ye et al., 2022].  

2.1.3.3.2 Flavonoide 
Als zweite Klasse der Polyphenole in BSG sind Flavonoide zu nennen, welche sich in weitere 
Unterklassen aufteilen lassen. In BSG wurden Substanzen der Untergruppen der Flavanole, 
Chalkone, Flavonole und Flavanone identifiziert. Sie sind zumeist Teil der freien Polyphenole 
und werden oftmals mittels SLE mit organisch-wässrigen Extraktionsmitteln (bspw. 60% 
Aceton) extrahiert, können jedoch auch in der Matrix des lignocellulosischen Materials fixiert 
sein und leichter nach enzymatischer Vorbehandlung oder mit alkalischer Hydrolyse 
freigesetzt werden [Verni et al., 2020; Birsan et al., 2019; Stefanello et al., 2018]. Die 
häufigsten Vertreter unter den Flavonoiden im BSG sind Flavanole wie Diastereomere des 
Catechins oder Epicatechins [Verni et al., 2020; Birsan et al., 2019; Martín-García et al., 2019] 
sowie monomere bis polymere Proanthocyanidine bis zu 1014 µg/g BSG  [Martín-García et al., 
2019] bzw. Tannine [Stefanello et al., 2018]. Weiterhin konnten geringe Mengen Quercetin 
(ein Flavonol), Chrysoeriol (ein Flavon) sowie Xanthohumol (ein Chalkon) nachgewiesen 
werden (Abb. 7) [Verni et al., 2020]. Xanthohumol ist ein spezifisches Flavonoid des Hopfens 
(Humulus lupulus) [Brahmachari, 2021], welcher im Brauprozess (s. Kapitel 2.1.1) mit der nach 
der Läuterung gewonnenen Würze gekocht wird. Da BSG zu diesem Zeitpunkt schon 
abgetrennt wurde, ist zu erwarten, dass Xanthohumol nicht in BSG nachweisbar ist und es sich 
um eine „Verunreinigung“ durch bspw. gemeinsame Lagerung mit Hopfenabfall handelt.  

 
Abb. 7: Ausgewählte Strukturen der Flavonoide in BSG; (1) Grundstruktur der Catechine, (2) Quercetin, (3) 
Chrysoeriol, (4) Procyanidin B2, (5) Xanthohumol 
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Nachfolgend sind tabellarisch Gehalte ausgewählter Flavonoide dargestellt, welche mittels 
ähnlicher Extraktionsmethodiken wie in der vorliegenden Arbeit angewandt, extrahiert 
wurden (Tab. 3). Diastereomere des Catechins sind in BSG enthalten in Konzentrationen von 
0,6–6,8 mg/100 g BSG sowie in geringerer Menge von 0,2 mg/100 g BSG auch Diastereomere 
des Epicatechins  [Verni et al., 2020; Birsan et al., 2019; Martín-García et al., 2019; Stefanello 
et al., 2018]. Quercetin und Chrysoeriol wurden Verni et al. je nur in geringer Konzentration 
von 0,1 mg/100 g BSG detektiert. Tendenziell zeigt sich, dass die SLE zur Extraktion von 
Flavonoiden gegenüber einem alkalischen Aufschluss vorzuziehen ist.   

Tab. 3: Gehalte ausgewählter Flavonoide in BSG bestimmt nach unterschiedlichen Extraktionsmethodiken 

Substanz 

Gehalt** 
[mg/100 g 
BSG] Extraktionsmethodik Referenz 

Ca
te

ch
in

* 

6,8 ± 1,4  SLE mit 50 %-igem Aceton [Stefanello et al., 2018] 

1,4 ± 0,1  
 

SLE mit 60 %-igem Aceton [Birsan et al., 2019] 

0,6 ± 0,03  alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) 
+ Hexan- und EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

Ep
ica

te
-

ch
in

* 

0,15 ± 0,01  alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) 
+ Hexan- und EtOAc-Extraktion 

[Verni et al., 2020] 

Pr
oc

ya
ni

-
di

nd
im

er
*  6,6 ± 0,1  

 
ultraschallgestützte SLE mit 
75 %-igem Aceton 

[Martín-García et al., 
2019] 

Q
ue

rc
et

in
 0,056 ± 0,001  alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) 

+ Hexan- und EtOAc-Extraktion 
[Verni et al., 2020] 

Ch
ry

so
-

er
io

l 

0,089 ± 0,004  ultraschallgestützte SLE mit 
wässrigem Ethanol (4:1, v/v) 

[Verni et al., 2020] 

*  keine Angabe zur Stereoisomerie 

** Gehalte gerundet und zum Vergleich umgerechnet auf eine Einheit [mg/100 g BSG] (vgl. elektronischer Anhang, 
Tab. 39 Seite G) 

Wie die phenolischen Säuren weisen Flavonoide in vitro und in vivo biologische Aktivitäten 
antioxidativer [Abdel-Ghaf et al., 2019; Grzesik et al., 2018] aber auch den Blutzucker 
beeinflussende Wirkungen „antidiabetischer“ [Liu et al., 2014; Jakobs et al., 2006; Yin et al., 
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2014] Art auf. So erwies sich Quercetin als potenter Inhibitor der GPα [Jakobs et al., 2006], 
der α-Amylase und der α-Glucosidase [Tadera et al., 2006], Procyanidine aus Hirse und rotem 
Reis inhibierten ebenfalls α-Amylase [Cai et al., 2015; Liu et al., 2017]. Procyanidin B1 
beeinflusste in Kombination mit pCA aus Gerste die Glucoseaufnahme und Glykogensynthese 
auf Proteinexpressionsebene und führten zu erhöhter Glucosetransporter 4 (GLUT4)-
Expression sowie verringerter Glykogen-Synthase-Kinase-Bildung [Liu und Li, 2021]. 
Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) wird ebenfalls durch Polyphenole beeinflusst und eine 
potente Inhibition durch Catechin wurde beschrieben. STC-1-Zellen, welche mit einem Extrakt 
aus Schlafbeeren (Whitania somnifera) inkubiert worden waren, wiesen eine erhöhte GLP-1-
Konzentration auf. Fluoreszenz-Spektren zeigten, dass der untersuchte Extrakt wie auch 
Catechin selbst zu einer Verringerung der intrinsischen Fluoreszenz der DPP IV führte, was 
durch Bindung an aromatische Aminosäuren im katalytischen Zentrum auftritt. Dies deute auf 
Catechin als aktive Komponente hin. Zirkulardichroismus-Analysen bestätigten eine α-Helix-
Bindung des Catechins am Enzym gefolgt von einer Veränderung der Sekundärstruktur 
[Kempegowda et al., 2018].  
Flavonoide kommen innerhalb der polyphenolischen Substanzklassen in geringeren Mengen 
in BSG vor. Dabei zeigten sich unabhängig von der Extraktionsmethodik Catechingehalte von 
max. 14 µg/g BSG Trockenmasse als einziges Flavonoid neben phenolischen Säuren, deren 
Gehalte insgesamt bei bis zu 2739 µg/g BSG Trockenmasse lagen [Birsan et al., 2019].  

2.1.3.3.3 Phenolamide 
Eine weitere Gruppe sekundärer Pflanzenstoffe sind Phenolamide (Hydroxyzimtsäureamide 
(HCAA)), welche als zweitgrößte Gruppe unter den Phytochemikalien in verschiedenen rohen 
und gemälzten Getreideproben nachgewiesen wurden [Koistinen et al., 2020]. Ihre 
grundlegende Struktur setzt sich zusammen aus einem phenolischen Anteil, einer HCA sowie 
einem Amin. Als Amin-Komponente kommen Monopolyamine, aromatische Amine wie 
Tyramin, Dopamin oder Tryptamin sowie aliphatische Amine wie u.a. Putrescin, Agmatin oder 
Spermidin vor. Durch die große Anzahl möglicher Kombinationen der phenolischen und 
aminischen Monomere sowie die Möglichkeit von einer bis vier Stickstoffatomen zur Bildung 
der Säureamidbindung bei den aliphatischen Aminen, ergibt sich eine umfangreiche 
strukturelle Vielfalt [Bassard et al., 2010; Li et al., 2018]. In hoher Konzentration sind 
Phenolamide in Pollen und Samen zu finden [Koistinen et al., 2020; Vogt, 2018; Grienenberger 
et al., 2009], wo sie oftmals Abwehrmechanismen gegen Pathogene darstellen oder als 
Phytoalexine wirken [Röpenack et al., 1998; Zacarés et al., 2007; Ube et al., 2019].  
Gerste, als (Haupt-)Rohstoff der Bierherstellung, enthält spezifische Phenolamide, die 
Hordatine (Abb. 8, (1)), abgeleitet vom lateinischen Namen Hordeum vulgare [Bird and Smith, 
1984]. Sie bestehen aus Dimeren von HCA-Agmatinen (Abb. 8, (2)) und verschiedene 
Hordatine unterscheiden sich im pCA- und FA-Anteil sowie durch zusätzliche 
Hydroxylierungen des Agmatins oder Glykosylierungsgrad. Neben den dimeren Strukturen 
konnten die zugehörigen monomeren Vorläufer, die HCA-Agmatine, identifiziert werden 
[Gorzolka et al., 2014]. Zusätzlich zu ihrem Auftreten in Gerste, bestimmten Pihlava et al. diese 
in Bier, was auf die hohe Stabilität der Hordatine während des Brauprozesses hinweist. Neben 
Agmatin-Derivaten wies die Gruppe HCA-Derivate des Spermidins (Abb. 8, (3)) nach [Pihlava, 
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2014]. Diese sind jedoch nicht spezifisch für Gerste und konnten in Reis und Mais beobachtet 
werden [Dong et al., 2015; Bento-Silva et al., 2020].  

 
 
 

 

 

 

 

 

Abb. 8: Ausgewählte Phenolamide in Getreide; (1) Hordatine, Glykosylierung an Hydroxygruppe des Phenylrings 
(markiert mit Pfeil) mit bis zu neun Hexoseeinheiten; (2) Hordatin-Vorläufer HCA-Agmatine; (3) HCA-Spermidine 
modifiziert nach Pihlava et al., Gorzolka et al., Bento-Silva et al. FA: Ferulasäure, HCA: Hydroxyzimtsäure, pCA: p-
Coumarsäure  

Hordatine gehören zu den Minorkomponenten und nur wenige Studien zu ihrem 
Gesamtgehalt in Gerste sind bisher publiziert. Kohyama und Ono bestimmten Hordatin A-β-D-
Glucopyranosidgehalte von 103 bis 254 nmol/g Trockengewicht in ungekeimter Gerste 
[Kohyama und Ono, 2013]. Nomura et al. beobachteten, dass Hordatin A- und B-Gehalte 72–
96 h nach der Aussaat auf einen Höchstwert von 90 nmol/g Frischgewicht in Weizen-Gerste-
Chromosomadditionslinien (Mischform der Pflanze durch Zufügen einiger Chromosomen 
einer anderen Pflanze) anstiegen [Nomura et al., 1999]. Die aktuellsten Studien zur 
Hordatinquantifizierung stammen von Pihlava et al., welche den Gesamthordatingehalt in Bier 
als pCA-Äquivalente (pCA-Äq) mit 5,6–18,7 mg/L Bier bestimmten [Pihlava et al., 2016]. Es 
handelt es sich hier jedoch um semiquantitative Daten.  
Hinsichtlich der biologischen Aktivität von Hordatinen sind ebenfalls wenige Studien bekannt. 
Es wurden antifungizide [Röpenack et al., 1998] und antioxidative [Spreng und Hofmann, 
2018] Effekte beschrieben. Weiterhin wurde in einer aktuellen in silico-Studie ihr 
inhibitorisches Potential auf Protease und RNAsen des COVID-19-Virus gezeigt [Dahab et al., 
2020]. Hinsichtlich einer Beeinflussung des Blutzuckerspiegels sind lediglich Studien über 
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verschiedene andere HCAAs bekannt. So erwiesen sich Caffeoyl-putrescin und verschiedene 
HCA-Tyramine als potente Inhibitoren der α-Glucosidase [Assefa et al., 2021; Liu et al., 2011; 
Moradi-Afrapoli et al., 2012], wobei hinsichtlich der HCA-Agmatine oder HCA-Spermidine 
noch keine Daten bekannt sind.  
 
2.2 Zuckerstoffwechsel 
Kohlenhydrate stellen im Säuger neben Lipiden die Hauptlieferanten zur Energiegewinnung 
dar, wobei dem Monosaccharid Glucose beim Menschen die größte Rolle zukommt [Berg et 
al., 2018]. Glucose wird im Rahmen der Glykolyse zu Pyruvat abgebaut, welches anschließend 
in Form von Acetyl-Coenyzm A in den Citratzyklus eingeht. Neben seiner Relevanz zur 
Energiegewinnung ist Glucose notwendig zur Aufrechterhaltung eines normalen osmotischen 
Drucks in Form eines konstanten Blutzuckers (BZ). Die im Darm enzymatisch aus den 
Nahrungspolysacchariden freigesetzte Glucose wird über verschiedene Glucosetransporter 
aufgenommen und über das Blut zu den Zielorganen transportiert. Überschüssige Glucose 
kann in Form eines Speicherkohlenhydrates, dem Glykogen, in der Leber gespeichert und von 
dort über die Glykogenolyse bei Bedarf wieder abgebaut und freigesetzt werden. Über die 
Gluconeogenese kann der menschliche Körper in der Leber und Niere Glucose synthetisieren, 
was mit einem hohen Energieaufwand verbunden ist [Harmjanz, 2021]. Der BZ sowie damit 
einhergehende Prozesse über Gluconeogenese, Glykolyse, Glykogensynthese und 
Glykogenolyse sind präzise reguliert. Dies erfolgt zum einen hormonell (Insulin, Glucagon), 
zum anderen über Feedback-Hemmungen einiger Hauptenzyme, allosterische Effektoren oder 
kovalente Modifikationen wie Phosphorylierungen  [Berg et al., 2018]. Die am häufigsten 
vorkommende Störung im Glucosestoffwechsel, Diabetes mellitus, beruht auf der Resistenz 
bzw. dem Defizit des Hormons Insulin, was zu einem deutlich erhöhten BZ führt. Therapeutika 
wirken bspw. über eine verringerte Glucosefreisetzung im Darm oder der Leber, eine 
Erhöhung des Inkretins GLP1 oder eine Erhöhung der Zuckerausscheidung über den Urin [Tan, 
2020].  

2.2.1 Resorption und Verteilung  
Die mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate bestehen zu großen Teilen aus Stärke 
(Amylose, Amylopektin), welches ein Polysaccharid aus α-D-Glucose-Einheiten darstellt. 
Neben Stärke sind oftmals geringere Mengen an Glykogen, ebenfalls aufgebaut aus 
α-D-Glucose-Einheiten, enthalten. Zudem sind die Mono- und Disaccharide Glucose, Fructose, 
Lactose oder Saccharose Bestandteile von Lebensmitteln. Um dem Körper die komplexen 
Polysaccharide zur Verfügung zu stellen, müssen diese im Darm aufgenommen werden, was 
erst nach Spaltung in kleinere Einheiten möglich ist. Hierbei ist die α-Amylase im 
Speichelsekret sowie Zwölffingerdarm (Duodenum) zu nennen, welches α-1,4-glykosidische 
Bindungen in Stärke und Glykogen zu Maltose und Maltotriose spaltet. Da es die ebenso 
vorhandenen α-1,6-glykosidischen Bindungen nicht aufspalten kann, entstehen zusätzlich 
sogenannte Grenzdextrine. Am Bürstensaum des Darmepithels sind die Enzyme Lactase, 
Maltase und Saccharase zur Spaltung der Disaccharide Lactose, Maltose und Saccharose 
lokalisiert. Zudem sind hier α-Dextrinase mit den Grenzdextrinen als Substrat und 
α-Glucosidase, welche Maltotriose und höhere Oligosaccharide aus dem Vorverdau der 
α-Amylase spaltet, zu finden [Berg et al., 2018]. Aus diesen membrangebundenen Vorgängen 
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gehen die Monomere Glucose, Galactose und Fructose hervor, welche über verschiedene 
Transporter in die intestinalen Epithel-Zellen aufgenommen werden. So sind Glucose und 
Galactose Substrate des SGLT1-Transporters (engl. sodium dependant glucose co-transporter) 
und werden je gekoppelt an den Influx von Natriumionen in die Zellen transportiert, was 
gleichzeitig eine wichtige Rolle für die osmotisch bedingte Wasserresorption ist. Fructose 
gelangt über den GLUT5 (engl. glucose transporter) mittels erleichterter Diffusion durch die 
Zellmembran in die Enterozyten. Von dort gelangen alle Monomere entlang des 
Konzentrationsgradienten über den GLUT2 in den Blutkreislauf. In Phasen eines niedrigen 
Glucosespiegels in den Intestinalzellen, bspw. längere Zeit nach Nahrungsaufnahme, kann 
Glucose aus dem Blut in die Zelle transportiert werden, wo sie u.a. für die Glykosylierung der 
hydrolytischen Enzyme notwendig ist (Abb. 9) [Rehner und Daniel, 2010]. 

 
Abb. 9: Verdauungsvorgänge der Kohlenhydrate und Transportwege der Monosaccharide in intestinalen 
Epithelzellen über die Portalvene (nach Rehner und Daniel, 2010).  

Neben den resorbierbaren Kohlenhydraten sind weiterhin nicht verwertbare Polysaccharide 
in der Nahrung enthalten, zu denen Cellulose oder Hemicellulosen zählen. Für ihre Hydrolyse 
zu Monomeren oder kleineren Oligomeren besitzt der menschliche Körper keine geeigneten 
Enzyme, weshalb sie lediglich im Dickdarm mikrobiell fermentiert werden können. Sie zählen 
zur Gruppe der Ballaststoffe [Rehner und Daniel, 2010].  
Die aus dem Darm resorbierten Monosaccharide, v.a. Glucose, werden über das Blut zu den 
jeweiligen Zielorganen transportiert, wo sie über verschiedene Glucosetransporter 
aufgenommen werden. So erfolgt die Aufnahme in Leber und Pankreas über GLUT2, in 
Adipozyten und Muskelzellen über GLUT4 und in die Niere über SGLT2, wobei hier auch GLUT2 
von Bedeutung ist. In allen Säugetiergeweben stehen GLUT1 und GLUT3 für die 
Glucosegrundversorgung zur Verfügung. Sie transportieren durchgehend eine konstante 
Glucosemenge in die Zellen. GLUT2 hingegen transportiert aufgrund seines sehr hohen KM-
Wertes (Michaelis-Menten-Konstante; Maß für Affinität des Enzyms zum Substrat) nur 
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Glucose in die Zellen, wenn der BZ sehr hoch ist. Der Hauptregulator des BZ ist Insulin, wobei 
die Regulierung im Folgenden vorgestellt wird [Berg et al., 2018; Vallon, 2020].  
 
2.2.2 Regulation und Aufrechterhaltung der Glucosehomöostase 
Die Verteilung der Glucose als Energieträger zwischen den Organen ist essenziell, weshalb die 
Regulation des BZ von großer Bedeutung ist. Zu diesem tragen sowohl die alimentäre 
Glucosezufuhr als auch die endogene Glucosebildung bei. Der BZ liegt bei Gesunden zwischen 
5–6 mmol/L. Anhand der Konzentration lassen sich die beiden pathologischen 
Stoffwechselsituationen hypoglykämisch (BZ < 4 mmol/L) und hyperglykämisch (BZ > 6,5-7 
mmol/L) definieren [Rehner und Daniel, 2010].  
Die Hauptregulatoren der Glucosehomöostase sind die beiden Hormone Glucagon, welches in 
den α-Zellen des Pankreas produziert wird, und Insulin, das aus den β-Zellen des Pankreas 
stammt. Deren Sekretion aus dem Pankreas wird durch den BZ innerhalb der Peripherie der 
Langerhans´schen Inselkörper gesteuert. Zudem beeinflussen sich die beiden Hormone 
gegenseitig. Insulin inhibiert die Bildung und Ausschüttung von Glucagon, wohingegen 
letzteres die Insulinsekretion fördert [Rehner und Daniel, 2010].  
Nach der Resorption der Glucose und deren Transport über das Blut wird Glucose über die 
insulinsensitiven GLUT2 in die β-Zellen des Pankreas aufgenommen, woraufhin 
Phosphorylierungsprozesse eine Depolarisation der Zellmembran, gefolgt von einem Ca2+-
Einstrom, auslösen. Dadurch fusionieren sekretorische Granula mit der Plasmamembran und 
Insulin wird ausgeschüttet. Neben der Glucosekonzentration gibt es weitere Modulatoren der 
Insulinsekretion wie GLP1, welches die Exocytose von Insulin über seinen Gαs-gekoppelten 
Rezeptor steigert oder Somatostatin, welches die Insulinsekretion über Gαi-gekoppelten 
Rezeptoren senkt [Müller-Esterl, 2018]. Über die Pfortader gelangt Insulin primär zur Leber, 
wo es an dimere Insulinrezeptoren der Hepatocyten bindet. Hierüber werden verschiedene 
Signalkaskaden ausgelöst, welche genregulatorisch in der Expression glykolytischer Enzyme 
(z.B. Phosphofructokinase, Pyruvatkinase) mündet oder akute metabolische Effekte wie die 
Hemmung der Glykogenolyse, Aktivierung der Glykogensynthese und Glykolyse auslöst. In den 
Muskelzellen stimuliert Insulin die Glucoseaufnahme, indem es den GLUT4-Einbau in die 
Plasmamembran erhöht und Schlüsselenzyme der Glykolyse aktiviert [Müller-Esterl, 2018].  
Gegenläufige Reaktionen löst das antagonistische Hormon Glucagon aus, welches vermehrt 
bei niedrigem BZ ausgeschüttet wird. Seine Hauptstimulatoren sind Aminosäuren wie Arginin, 
wohingegen es in der Leber v.a. den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel steuert. So induziert 
Glucagon über Phosphorylierungen die Glykogenolyse sowie Schlüsselenzyme der 
Gluconeogenese. Die Glykogensynthese und Enzyme der Glykolyse werden gehemmt. Ähnlich 
wie Insulin beeinflusst Glucagon die Glucosehomöostase auf Genebene, indem es die 
Expression gluconeogenetischer Enzyme steigert und die der Phosphofructokinase oder 
Pyruvatkinase drosselt (Abb. 10) [Müller-Esterl, 2018].  
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Abb. 10: Aufrechterhaltung der Glucosehomöostase durch die Gegenspieler Insulin und Glucagon (nach Müller-
Esterl, 2018). GLUT: Glucosetransporter  

 

2.2.3 Glykogenstoffwechsel 
Kohlenhydrate, welche nicht direkt benötigt werden, kann der menschliche Körper in Form 
von Glykogen im Cytoplasma von Leber- und Muskelzellen speichern. Dabei handelt es sich 
um ein Polysaccharid aus ca. 55 000 Glucoseeinheiten ähnlich der Struktur von Amylopektin. 
Das Homoglykan Glykogen besteht aus α-1,4-glykosidisch gebundenen Glucosemonomeren 
sowie α-1,6-glykosidischen Verknüpfungen an jedem zehnten Glucosemolekül, sodass sich 
eine kugelförmige, platzsparende Struktur ergibt. Dadurch entsteht eine große Anzahl 
endständiger Angriffspunkte für Enzyme der Synthese und des Abbaus, was eine rasche 
Freisetzung ermöglicht. Die Konzentration in der Leber ist etwa fünfmal so hoch wie in der 
Muskulatur. Zudem werden Glykogensynthese und -abbau in der Leber so reguliert, dass sie 
die Glucosehomöostase des gesamten Organismus aufrechterhalten. In der Muskulatur ist der 
Gehalt nur den Bedürfnissen des Muskels selbst angepasst. Reguliert werden die beiden 
Prozesse durch den BZ (s. Kapitel 2.2.2) und unterliegen der allosterischen Kontrolle durch 
Metaboliten des Energiestoffwechsels [Berg et al., 2018].  
Schlüsselenzym des Glykogenabbaus ist die GP, welche einzelne Glucosemoleküle in Form von 
Glucose-1-phosphat (G1P) über Phosphorolyse aus Glykogen freisetzt. G1P kann mittels 
Glucose-Phosphatmutase leicht in Glucose-6-phosphat (G6P) überführt werden und fließt so 
in den Stoffwechsel ein. Dabei wird es in den Muskelzellen direkt zur ATP-Synthese verwendet, 
wohingegen es in der Leber über die Glucose-6-Phosphatase in Glucose überführt wird und in 
die Blutbahn eintreten kann. Die im Glykogen vorhandenen α-1,6-Verzweigungen sind für die 
GP nicht zugänglich und müssen zunächst mittels einer Transferasereaktion und einer 
α-1,6-Glucosidase umgebaut werden. Durch die enzymatischen Reaktionen entsteht eine 
reine α-1,4-verknüpfte Glucosekette, welche als Substrat für die GP dient. Die Regulation des 
Abbaus beruht v.a. auf der GP, deren Auftreten in einer aktiven und inaktiven Form sowie 
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deren Vorliegen in einem entspannten R- und gespannten T-Zustand (s. Kapitel 2.2.4.4) eine 
genaue Regulation ermöglicht. Hinzu kommen die hormonelle Regulation (s. Kapitel 2.2.2) 
sowie allosterische Effektoren [Berg et al., 2018].  
Die Glykogensynthese läuft bei hoher Glucose-Konzentration ab und erfordert 
Uridindiphosphat (UDP)-Glucose als aktivierte Form. Sie wird gebildet aus Glucose-1-phosphat 
(G1P) und Uridintriphosphat (UTP), was von der UDP-Glucose-Pyrophosphorylase katalysiert 
wird. Dabei entsteht freies Pyrophosphat, das schnell zu Orthophosphat hydrolysiert und 
somit die Synthese antreibt. Die so aktivierte Glucosyleinheit der UDP-Glucose wird durch die 
Glykogensynthase an die Hydroxylgruppen des C(4)-Atoms endständiger Glykogenreste 
übertragen, wodurch eine neue α-1,4-glykosidische Bindung entsteht. Bei einer kompletten 
Neusynthese des Glykogens dient Glykogenin als Startmolekül. Dabei handelt es sich um eine 
Glykosyltransferase aus zwei Untereinheiten (UE), welche jeweils die Bildung von α-1,4-
verknüpften Glucosepolymeren mit einer Länge von 10–20 Einheiten katalysiert. Die α-1,6-
Verzweigungen werden durch Übertrag von etwa sieben Glucoseeinheiten durch ein 
branching enzyme ermöglicht. Die Glykogensynthase wird reguliert durch Phosphorylierungen 
über die Proteinkinase A oder Glykogen-Synthase-Kinase sowie durch allosterische 
Regulation. G6P ist ein starker Aktivator des Enzyms und stabilisiert den aktiven Zustand. 
Analog dem Abbau wird die Synthese auf hormoneller Ebene reguliert, wobei Glucagon 
hierbei als wichtigster Aktivator der auslösenden Signalkaskaden zu nennen ist. Grundsätzlich 
werden Glykogensynthese und -abbau reziprok reguliert [Berg et al., 2018].  

2.2.4 Ausgewählte Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels 
Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben (s. Kapitel 2.2.1ff), ist der 
Kohlenhydratstoffwechsel ein fein reguliertes System und unterliegt zahlreichen 
Kontrollsystemen. Glucose ist der wichtigste Energieträger der Zelle und muss im Körper oft 
aus der Nahrung zunächst freigesetzt werden, wobei Enzyme wie α-Amylase und 
α-Glucosidase von großer Bedeutung sind. Nach der Freisetzung wird Glucose resorbiert und 
über verschiedene Transportenzyme verteilt. Außerdem spielt die hormonelle Regulation 
über Insulin und Glucagon eine wichtige Rolle, wobei hier Enzyme wie die DPP IV ihre Wirkung 
entfalten. Zur Speicherung überschüssiger Glucose überführt der Körper diese in Glykogen 
und kann sie, katalysiert von der GP, wieder freisetzen. Die vier genannten Enzyme sind Teil 
der Forschungsfrage der vorliegenden Arbeit und stellen (potenzielle) Angriffspunkte für 
antidiabetische Medikamente dar.  

2.2.4.1 α-Amylase 
Eine wichtige Gruppe kohlenhydratverdauender Glucosidasen sind α-Amylasen, welche im 
Speichel sowie im Pankreassekret zu finden sind. Sowohl die Struktur als auch die Sequenz der 
beiden Enzyme sind sehr ähnlich, worin die gemeinsame Substratspezifität und durchgeführte 
Katalyse begründet ist. Beide Enzyme hydrolysieren endo-α-1,4-glykosidische Bindungen in 
Stärke, wobei durch die im Speichel enthaltene α-Amylase v.a. kürzere Oligomere entstehen, 
welche im Darm weiter verdaut werden zu Maltose, Maltotriose und α-Dextrinen [Jiang, 
2019].  
Strukturell sind α-Amylasen ähnlich den α-Glucosidasen aus acht β-Strängen und α-Helices 
aufgebaut, welche eine „Fassstruktur“ bilden. Sie gehören zur 
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Glykosid-Hydrolase (GH)-Familie 13. Es handelt sich mit 496 Aminosäuren um ein kleines 
Enzym und weist drei Domänen A-C auf. Domäne A beinhaltet als größte der drei die aktive 
Seite sowie eine Chloridbindungsstelle. Dazwischen findet sich Domäne B mit einer 
Calciumbindungsstelle und Domäne C stellt das C-terminale Ende dar [Brayer et al., 1995]. 
Sowohl Calcium als auch Chlorid sind relevant für die katalytische Aktivität. Das gebundene 
Calciumion interagiert mit vier Aminosäuren und drei Wassermolekülen im direkten Umfeld 
des aktiven Zentrums und bietet dadurch strukturelle Integrität [Qian et al., 1994]. Die 
Chloridionen hingegen wirken als allosterische Aktivatoren [Brayer et al., 1995].  
Das aktive Zentrum des Enzyms ist eine tiefe, C-ähnlich geformte Tasche, welche zwischen der 
A und B Domäne liegt. Die Aminosäuren Asp 197, Glu 233 und Asp 300 stellen die katalytischen 
Aminosäuren dar (Abb. 11). In der Bindungstasche finden Oligosaccharide ab drei 
Glucoseeinheiten Raum. Insgesamt wurden fünf Zuckerbindungsstellen identifiziert, wobei 
die Spaltung der Kohlenhydratkette über Asp 197 immer an der gleichen Position stattfindet. 
In einer zweischrittigen Reaktion wird die glykosidische Bindung gespalten. Zunächst bildet 
sich ein kovalentes Enzym-Glucosyl-Intermediat unter Beteiligung der Aminosäuren Asp 197 
und Glu 233 unter Stabilisierung durch Asp 300. Die Hydrolyse zur Glucose stellt den zweiten 
Schritt dar. Acarbose und Miglitol, Wirkstoffe antidiabetischer Medikamente, lagern sich in 
der Bindungstasche an und blockieren die Bindung der eigentlichen Substrate, wodurch deren 
Hydrolyse gehemmt wird [Jiang, 2019].   

 
Abb. 11: Ribbon-Darstellung der humanen Pankreas-α-Amylase im Komplex mit Acarbose als Ligand (erstellt mit 
PyMOL nach PDB ID: 1B2Y) [Nahoum und Payan, 2000] Acarbose (pink), katalytische Aminosäuren (Asp 197, 
Glu 233 und Asp 300; orange). a) Darstellung der gesamten Struktur und b) Darstellung des aktiven Zentrums 
und Wechselwirkung des Liganden Acarbose mit katalytischen Aminosäureresten. Asp: Asparaginsäure, 
Glu: Glutaminsäure  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde α-Amylase aus Schweinepankreas verwendet, 
welche hinsichtlich der katalytischen Aminosäuren im aktiven Zentrum und der Gesamtgröße 
des Proteins  vergleichbar mit der humanen Struktur ist (PDB ID: 1DHK) [Bompard-Gilles et al., 
1996].  
 
2.2.4.2 α-Glucosidase 
Neben α-Amylase gibt es weitere Glucosidasen, wobei sich die intestinalen 
membrangebundenen α-Glucosidasen (EC 3.2.1.20) in Maltase-Glucoamylasen (MGAM) und 
Sucrase-Isomaltasen (SI) unterteilen lassen. Beide Subgruppen sind notwendig zum Abbau 
verbliebener Produkte der Hydrolyse durch Amylasen. MGAMs hydrolysieren 
α-1,4-glykosidische Bindungen vom nicht-reduzierenden Ende der Oligomere, wobei 
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α-D-Glucose entsteht. Die gleiche Reaktion wird von SIs katalysiert. Zudem können 
α-1,6-glykosidische und α-1,2-glykosidische Bindungen gespalten werden. Sie gehören zur GH-
Familie 31 und generieren als Endprodukt der enzymatischen Reaktionen Glucose bzw. 
Fructose. Strukturell sind α-Glucosidasen charakterisiert durch eine β-„Fassstruktur“ aus acht 
β-Strängen und α-Helices [Jiang, 2019; Ernst et al., 2006].  
MGAMs bestehen aus einer cytosolischen und einer Transmembrandomäne sowie einem 
O-glykosylierten-Verlinkungselement und einer N-terminalen und C-terminalen katalytischen 
UE. Beide UE katalysieren die gleiche Reaktion, variieren jedoch in der Größe der gebundenen 
Substrate. So können im aktiven Zentrum der N-terminalen UE lediglich Disaccharide 
gebunden werden, wohingegen in der C-terminalen Domäne längere Oligomere Platz finden. 
In beiden aktiven Zentren stellt Asparaginsäure (Asp) das katalytische Nukleophil (Asp 443 
bzw. Asp 1420) sowie den Säure-Base-Katalysator (Asp 542 bzw. Asp 1526) dar. Das 
katalytische Nukleophil ist in beiden Fällen von den gleichen Aminosäuren umgeben, welche 
in einer spezifischen Signatur der WIDMNE-Sequenz festgelegt sind [Ernst et al., 2006] (Abb. 
12). 

 
Abb. 12: Ribbon-Darstellung der C-terminalen Domäne der intestinalen humanen Maltase-Glucoamylase 
(MGAM) im Komplex mit Acarbose als Ligand (erstellt mit PyMOL nach PDB ID: 3TOP) [Ren et al., 2011]; Acarbose 
(pink), WIDMNE-Sequenz (Aminosäuren 1418–1423; grün), Säure-Base-Katalysator (orange). a) Darstellung der 
gesamten Struktur aus Kette A und B und b) Darstellung des aktiven Zentrums und Wechselwirkung des Liganden 
Acarbose mit Asp 1526 und weiteren Aminosäureresten. Asp: Asparaginsäure 

SIs sind strukturell ähnlich aufgebaut. Sie bestehen ebenfalls aus einer cytosolischen und einer 
Transmembrandomäne, einem O-glykosylierten-Verlinkungselement sowie zwei 
katalytischen UE, der Isomaltase-UE (N-terminal) und der Sucrase-UE (C-terminal). Die UE 
weisen etwa 40 % Sequenzhomologie auf und katalysieren beide die Hydrolyse 
α-1,4-glykosidischer Bindungen. Die N-terminale Domäne spaltet α-1,6-glykosidische 
Verbindungen wie im Amylopektin und die C-terminale Domäne zusätzlich α-1,2-glykosidische 
Bindungen wie bspw. in Sucrose. Das aktive Zentrum ist mit der WIDMNE-Sequenz sowie Asp 
als Nukleophil (Asp 472) und Säure-Base-Katalysator (Asp 571) ähnlich dem der MGAMs 
aufgebaut. Wie bei den MGAMs erfolgt die Hemmung der SIs durch Acarbose oder Miglitol 
über Blockade der Bindungsposition für die Glucoseeinheit im zu spaltenden Substrat [Jiang, 
2019].  
Die Katalyse erfolgt bei beiden α-Glucosidasen in zwei Schritten. Zunächst bildet sich ein 
kovalentes Glucosyl-Enzymintermediat unter Einbeziehung der beiden katalytischen 
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Aspartate. Im zweiten Schritt erfolgt die eigentliche Spaltung der glykosidischen Bindung [Brás 
et al., 2018].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde α-Glucosidase aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae) 
verwendet, wobei dieses eine Mischung aus zwei Enzymen, der α-Glucosidase MAL12 und 
MAL32 entsprach (Produktdatenblatt G5003 Sigma Aldrich). Beide katalysieren lediglich die 
Hydrolyse der α-1,4-glykosidischen Bindungen ausgehend vom nicht-reduzierenden Ende der 
Oligomere. Von beiden Enzymen sind noch keine Kristallstrukturen verfügbar, jedoch ist 
bekannt, dass die katalytischen Aminosäuren Asp 214 und Lys 276 (MAL32) bzw. Asp 214 und 
Glu 276 (MAL12) sind und ebenfalls eine Säure-Base-katalysierte Reaktion zur Hydrolyse 
stattfindet [UniProtKB; Eintrag F8LG06 und P53341].  
 

2.2.4.3 Dipeptidylpeptidase IV 
DPP IV (EC 3.4.14.5) ist ein Typ II-Glykoprotein auf der Zelloberfläche und erfüllt im Körper 
unterschiedlichste Funktionen, weshalb es in fast allen Geweben und Zelltypen, v.a. aber in 
der Leber, Darm, Prostata oder proximalem Tubulus der Niere zu finden ist [Thoma et al., 
2003]. Seine biologischen Prozesse umfassen u.a. die membranverankernde Funktion für die 
Lokalisierung der extrazellulären Adenosin-Deaminase [Franco et al., 1998], die 
co-stimulierende Funktion während der T-Zell-Aktivierung und Zellproliferation [Bonin et al., 
1998] sowie den Abbau des Inkretinhormons GLP1 im Rahmen des Glucosestoffwechsels 
[Holst und Deacon, 1998]. Es hat eine postprolin-Dipeptidylaminopeptidase-Aktivität (d.h. 
Spaltung erfolgt nach der Aminosäure Prolin) und spaltet bevorzugt X-Prolin- oder X-Alanin-
Dipeptide ausgehend vom N-Terminus der Polypeptidkette. Es gehört zu einer Gruppe von 
Serinproteasen, welche in der Lage sind, Prolylbindungen zu spalten [Cunningham und 
O'Connor, 1997]. 
Das Enzym besteht aus insgesamt drei Domänen, wobei die kleinste Domäne aus sechs 
Aminosäuren verbunden mit einer helicalen Transmembrandomäne aus weiteren 22 
Aminosäuren im Cytoplasma vorliegt. Den größten Anteil stellt die extrazelluläre Domäne dar, 
welche neben einer β-„Propeller“-Struktur aus Wiederholungen von β-Faltblatt-Motiven in 
antiparalleler Anordnung den katalytischen Bereich enthält. Innerhalb des β-„Propellers“ 
findet sich eine doppelte Glutaminsäure-Sequenz (Glu 204–206), welche relevant für die 
Substratbindung ist. Die DPP IV gehört zu den α/β-Hydrolasen, die eine spezifische Faltung aus 
acht β-Strängen und sechs α-Helices in der katalytischen Domäne aufweisen. Eingebettet in 
die Struktur findet sich die katalytische Triade aus Ser 630, Asp 708 und His 740 (Abb. 13) 
[Thoma et al., 2003].  
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Abb. 13: Ribbon-Darstellung der humanen extrazellulären Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) im Komplex mit 
Diprotin A (pink) als Ligand (erstellt mit PyMOL nach PDB ID: 1WCY) [Thoma et al., 2003], Glykosylierungen (grün), 
katalytische Triade (Ser 630, Asp 708, His 740; orange), Glu-Sequenz (Glu 204–206; rot)  a) Darstellung der 
gesamten Struktur aus Kette A und B und b) Darstellung des aktiven Zentrums und Wechselwirkung des Liganden 
Diprotin A mit aktivem Zentrum. Asp: Asparaginsäure, His: Histidin, Glu: Glutaminsäure, Ser: Serin 

Die Katalyse erfolgt in einem vierstufigen Prozess, wobei zunächst Serin als Nukleophil wirkt, 
sodass sich zwischen Enzym und Substrat ein Michaelis-Komplex bildet. Anschließend bildet 
sich ein tetrahedrales Intermediat unter der Säurewirkung des Histidins, welches über ein 
Acyl-Enzym-Intermediat in ein zweites tetrahedrales Intermediat übergeht. An diesem Punkt 
findet schließlich die Spaltung der Peptidbindung statt [Ekici et al., 2008]. Eine Hemmung 
erfolgt bspw. durch Diprotin A oder Gliptine wie Sitagliptin oder Vidagliptin, welche als 
„Antidiabetika“  Anwendung finden und das Enzym kompetitiv inhibieren [Lambeir et al., 
2008].  
 
2.2.4.4 Glykogenphosphorylase α 
GPα liegt im menschlichen Körper in drei Isoformen vor und wurde in der Leber sowie im 
Muskelgewebe und dem Gehirn gefunden [Mathieu et al., 2017]. Sie weisen eine hohe 
Ähnlichkeit auf doch für den BZ ist die Leber-GPα (EC 2.4.1.1.) aus 846 Aminosäuren am 
relevantesten, weshalb diese genauer vorgestellt wird. Sie katalysiert die phosphorolytische 
Freisetzung von G1P aus Glykogen und ist als allosterisches Enzym durch verschiedene 
Effektoren reguliert. So erfolgt bspw. eine Inhibition durch Glucose und Glucoseanaloga [Rath 
et al., 2000a], allosterische Inhibitoren wie Koffein oder CP403,700 [Ekstrom et al., 2002b] 
oder eine Aktivierung durch Phosphorylierung an Ser 14 bzw. Bindung von AMP, dessen 
Bindung wiederum durch ATP oder G6P inhibiert wird [Rath et al., 2000b]. Als Cofaktor nutzt 
die GPα Pyridoxal-5-Phosphat, welche an Lys 680 gebunden wird [Rath et al., 2000a].  
Die GPα kann in verschiedenen Konformationen sowie in aktiver (α) oder inaktiver Form (β) 
vorliegen, wobei sich letztere lediglich in der Phosphorylierung an Ser 14 unterscheiden. Die 
Unterschiede der beiden weiteren Konformationen sind komplexer und begründen sich auf 
verschiedene Winkel im Bereich der sog. tower helices (Aminosäuren 267–274), welche im 
inaktiven T-state bei ungefähr 30 ° und bei etwa 45 ° im aktiven R-state liegen [Mathieu et al., 
2017]. Dadurch wird die katalytische Domäne zugänglich. Neben den beiden tower-helices 
sind die 250´loop (Aminosäuren 250–260) sowie das gate (Aminosäuren 280–289) an der 
Konformationsänderung beteiligt. Das gate wird im inaktiven Zustand durch die 380´loop 
(Aminosäuren 376–386) sowie die Glucoseanaloga an Asn 284 und His 377 geschlossen 
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gehalten. Zudem bildet sich die Bindungsstelle für Koffein (Phe 285 und Tyr 613) nur im 
inaktiven Zustand, der durch entsprechende Bindung des Inhibitors stabilisiert wird. Ein 
zweites Koffeinmolekül bindet weiter außerhalb an Trp 174, wobei hier keine biologische 
Relevanz angenommen wird [Ekstrom et al., 2002b]. Weitere Inhibitoren sind bspw. 
Cp403,700, welches an einer anderen Bindungsstelle im Enzym anlagert (Arg 60, Val 64, Lys 
191) und ebenfalls den inaktiven Zustand stabilisiert. AMP als Aktivator bindet an einer 
gesonderten Bindungsstelle (im Bereich von Aminosäuren 47–78), wodurch es den aktiven R-
state stabilisiert [Rath et al., 2000b]. Glykogen selbst wird nicht im katalytischen Zentrum, 
sondern außerhalb (Arg 426, Glu 433, Gly 434 und Ala 435) gebunden [Johnson, 1992]. Eine 
Übersicht ist in Abb.14 dargestellt. 

 
Abb. 14: Ribbon-Darstellung der humanen Leber-GP im inaktiven T-state im Komplex mit CP403,700 (pink) an 
Arg 60, Val 64, Lys 191, Koffein an Phe 285 und Tyr 613 sowie an Trp 174 (rot), N-Acetyl-Glucopyranosylamin 
(gelb), Pyridoxalphosphat an Lys 680 (hellgrün); AMP-Bindungsstelle (lila), Glykogen-Bindungsstelle (grün), tower 
helices (orange), 380´loop (beige) (erstellt mit PyMOL nach PDB ID: 1L5Q) [Ekstrom et al., 2002a]. 
AMP: Adenosinmonophosphat, Arg: Arginin, Lys: Lysin, Phe: Phenylalanin, Trp: Tryptophan, Tyr: Tyrosin, 
Val: Valin  

Durch die Möglichkeiten der Konformationsänderung und die große Anzahl von 
Bindungsstellen (katalytisch, inhibierend, Glykogen-Bindungsstelle, AMP-Bindungsstelle 
sowie weitere allosterische Bindungsstellen) sind vielfältige Möglichkeiten einer biologischen 
Wirkung zu vermuten.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Enzym isoliert aus Hasenmuskel verwendet, 
welches mittels BLAST auf Sequenzhomologie zum Enzym im Menschen untersucht wurde und 
bei 80,5 % lag.  
 
2.2.5 Diabetes mellitus: Störung des Glucosestoffwechsels  
Diabetes mellitus (lateinisch „honigsüßer Durchfluss“; DM) ist ein Sammelbegriff für 
verschiedene Stoffwechselstörungen, die mit einem erhöhten BZ, einer Hyperglykämie 
einhergehen. Die häufigsten Formen sind der Typ I (TIDM) und Typ II (TIIDM) sowie 
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Schwangerschafts-Diabetes, wobei jede Erkrankung entweder auf Insulinmangel oder einer 
Insulinunempfindlichkeit/-resistenz der Zielzellen beruht [Clauss und Clauss, 2018]. Aktuelle 
Daten vom Robert Koch Institut (RKI) aus 2017 zeigen, dass die Erkrankung deutlich an 
Bedeutung zunimmt, unter Beachtung des Anstiegs der Prävalenz von unter 1 % in den 1960er 
Jahren auf mittlerweile 7,2 bis 9,9 % ermittelt über verschiedene Monitoringmethoden. Die 
Inzidenz stieg im gleichen Zeitraum von etwa 1,2 auf 6,9 pro 1000 Personenjahre, wobei 
jeweils nur die beiden Hauptformen TIDM TIIDM in die Berechnung miteinbezogen wurden 
[Robert Koch-Institut, 2017; RKI, 2017]. Auf globaler Ebene stellt sich die Situation ähnlich dar 
und 2021 sind bereits 537 Millionen Menschen an DM erkrankt mit 6,7 Millionen Todesfällen, 
welche mit DM assoziiert werden [Magliano und Boyko, 2021].  
TIDM war früher geläufig unter dem Begriff insulinabhängiger Diabetes und begründet auf 
einer verminderten Insulinproduktion des Körpers. Durch tägliche Insulingaben kann der 
Mensch dies jedoch ausgleichen. Typische Symptome sind vermehrter Harndrang, Durst, 
konstanter Hunger oder Gewichtsverlust. Die Entstehung des TIDM ist noch nicht gänzlich 
erforscht. Vermutlich handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, ausgelöst durch die 
Zerstörung der β-Zellen des Pankreas. Eine genetische Prädisposition für TIDM existiert, doch 
weitere Umweltfaktoren wie der Lebensstil und bestimmte Virusinfektionen erhöhen das 
Risiko [Clauss und Clauss, 2018].  
Beim TIIDM, früher als nicht-insulinabhängig bekannt, liegt der Hyperglykämie hingegen eine 
Insulinresistenz zugrunde. Der Körper ist nicht in der Lage, das vorhandene Insulin effektiv zu 
nutzen und ähnliche Symptome treten auf, meist jedoch weniger ausgeprägt. Er ist mit etwa 
90 % die hauptsächlich auftretende Form des Diabetes, wird jedoch aufgrund der 
schwächeren Symptomatik oft später diagnostiziert. Zu den wichtigsten Risikofaktoren des 
TIIDM zählen Übergewicht und Fettleibigkeit [World Health Organization, 2016]. Eine 
fortwährende Überernährung über einen längeren Zeitraum führt zu einer stetig 
ansteigenden Insulinkonzentration, wodurch die zugehörigen Insulinrezeptoren 
unempfindlicher werden. Je nachdem wie weit die Erkrankung fortgeschritten ist, kann ihr mit 
Diät, Bewegung und Gewichtsreduktion entgegengewirkt werden. TIIDM ist einer der drei 
Faktoren des metabolischen Syndroms und tritt daher oft in Kombination mit Bluthochdruck 
und erhöhten Blutfettkonzentrationen auf [Clauss und Clauss, 2018].  
Neben der Insulingabe bei TIDM und der entsprechenden Diät und Gewichtsreduktion bei 
TIIDM stellen v.a. bei letzterem orale „Antidiabetika“ eine mögliche Behandlungsform dar. So 
können Biguanidine eingesetzt werden wie Metformin, welche als Insulinsensibilisator 
bekannt sind und verschiedene inhibitorische Effekte auf die hepatische Glucoseproduktion 
haben [Chaudhury et al., 2017]. Es hemmt bspw. die Fructose-1,6-Bisphosphatase und damit 
die Gluconeogenese [Hunter et al., 2018]. Weitere effektive Therapeutika sind 
Dipeptidylpeptidase (DPP) IV-Inhibitoren wie Sitagliptin oder Vidagliptin. Ihre 
blutzuckersenkende Wirkung beruht auf der Verlängerung der Halbwertszeit der beiden 
Inkretine GLP1 und GIP. Die beiden Peptidhormone bewirken eine erhöhte Insulinsekretion 
aus dem Pankreas nach der Nahrungsaufnahme und fördern somit die Aufnahme der Glucose 
in die Zellen. Ihr Abbau erfolgt durch DPP IV, welche Aminosäuren vom N-terminalen Ende der 
Inkretine abspaltet und sie so unwirksam macht. Eine Inhibition des abbauenden Enzyms DPP 
IV verlängert demnach die Wirkung der Inkretine und hält folglich das Level der Insulin-
Sekretion erhöht. Allerdings ist ihr Effekt geknüpft an die Nahrungsaufnahme und damit 
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verbundene GLP1- und GIP-Ausschüttung [Lambeir et al., 2008]. Eine insulinunabhängige 
Medikation stellen SGLT2-Inhibitoren wie Canagliflozin oder Dapagliflozin dar. Sie senken den 
BZ indem sie die renale Rückresorption von Glucose deutlich reduzieren [Abdul-Ghani und 
DeFronzo, 2008] und sind besonders für TIIDM-Patienten geeignet, deren Insulin-Sekretion 
nicht mehr stattfindet [Chaudhury et al., 2017]. Direkt nach der Nahrungsaufnahme kann über 
Medikamente eine blutzuckersenkende Wirkung im GIT über α-Amylase- und 
α-Glucosidase-Inhibitoren wie Acarbose und Miglitol erreicht werden. Dabei handelt es sich 
um Pseudosaccharide, die die beiden Enzyme kompetitiv hemmen und somit den Abbau der 
aufgenommenen Polysaccharide zu resorbierbaren Monosacchariden reduzieren. Durch die 
mikrobielle Fermentation der unverdauten Kohlenhydrate im Dickdarm zählen 
gastrointestinale Symptome wie Flatulenz zu den oftmals auftretenden Nebenwirkungen 
[Calder und Geddes, 1989; DiNicolantonio et al., 2015]. Schließlich lässt sich in den 
Glykogenstoffwechsel gezielt eingreifen durch Inhibition des Schlüsselenzyms des 
Glykogenabbaus, der GP. Allerdings gestaltet es sich als schwierig, eine ausreichende 
Selektivität zwischen der Skelett- und der Leber-GP zu erreichen, wobei Daten darauf 
hinweisen, dass eine Senkung der Hyperglykämie erreicht werden kann, ohne die 
metabolische und funktionelle Kapazität der Muskeln negativ zu beeinflussen [Baker et al., 
2005]. Dennoch sind entsprechende Inhibitoren potenzielle Ansatzpunkte für „Antidiabetika“ 
[Nagy et al., 2013]. 
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3 Problemstellung 
Störungen des Glucosestoffwechsels wie DM sind mit weitreichenden Folgen für die 
menschliche Gesundheit verbunden. Die Prävalenz von TIIDM steigt weltweit seit Jahren an 
[World Health Organization, 2016] und zeigt die Relevanz der Suche nach neuen 
Therapieansätzen oder Medikamenten. Viele Ansatzpunkte beruhen auf der Senkung des 
postprandialen BZ und umfassen bspw. die Hemmung verschiedener Enzyme des 
Glucosestoffwechsels, wobei sich einige pflanzliche Inhaltsstoffe als deren potente Inhibitoren 
erwiesen. So publizierten Xiong et al. kürzlich ihre in vitro-Untersuchungen zum Einfluss 
verschiedener Sorghum-Arten (Hirse) auf α-Amylase und α-Glucosidase. Sie unterschieden 
zwischen freien (nach Extraktion mit 80 %-igem MeOH) und gebundenen Polyphenolen 
(Säurehydrolyse) und beobachteten mittlere bis starke Inhibitionen in Abhängigkeit des 
Gesamtphenolgehaltes (TPC) [Xiong et al., 2020]. Neben den Inhaltsstoffen von Getreide wie 
Hirse wurden auch Komponenten in „prozessiertem Getreide“ in Form von BSG hinsichtlich 
der Beeinflussung des Glucosestoffwechsels untersucht. Connolly et al. fokussierten sich 
jedoch auf Proteinhydrolysate aus BSG statt auf dessen Polyphenole und stellten eine potente 
Inhibition der DPP IV sowie mittlere Inhibition der α-Glucosidase fest [Connolly et al., 2014]. 
Als weiteres landwirtschaftliches Nebenprodukt wurden polyphenolische Extrakte aus der 
Weinbereitung hinsichtlich einer Beeinflussung des Glykogenstoffwechsels untersucht. 
Kantsadi et al. beschrieben hier eine potente GP-Inhibition [Kantsadi et al., 2015]. BSG enthält 
Polyphenole (s. Kapitel 2.1.3.3) und fällt als Nebenprodukt in großen Mengen an, weshalb es 
sich als Ausgangsmaterial für Extraktionen bioaktiver Komponenten eignet. Die Studien von 
Xiong et al. und Connolly et al. geben zudem Hinweise, dass Extrakte aus BSG Effekte auf den 
Glucosestoffwechsel zeigen könnten.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss verschiedener Extrakte aus BSG auf den 
Glucosestoffwechsel untersucht werden und die biologisch aktiven Komponenten identifiziert 
werden. Es ergaben sich dadurch drei Hauptfragestellungen, welche sich in fünf 
Arbeitspaketen finden, wie folgt:  

1. Herstellung verschiedener BSG-Extrakte sowie deren Charakterisierung anhand des 
TPC und TFC (Teil I) und Identifizierung derer Leitsubstanzen (Teil II) in Abhängigkeit 
von der Extraktionsmethodik (SLE, alkalische Hydrolyse oder Kombination) 

2. Einfluss der Extrakte aus BSG (Teil I) sowie identifizierter Leitsubstanzen (Teil III–V) auf 
Enzyme des Glucosestoffwechsels (α-Glucosidase, α-Amylase, DPP IV und GPα) mit 
dem Ziel der Identifikation aktiver Komponente 

3. Isolierung der Naturstoffe Hordatine (Teil III) und DiFAs (Teil IV) aus BSG als dessen 
charakteristische Inhaltsstoffe 

Teil I: Zunächst sollten mittels mehrstufiger Extraktionsprozesse aus drei BSG-Chargen 
Extrakte generiert und hinsichtlich ihres TPC und TFC untersucht werden. Analog zu 
vorangegangen Publikationen, wurde eine Kombination aus SLE und alkalischem Aufschluss 
gewählt, um zwischen freien und gebundenen Polyphenolen unterscheiden zu können. Eine 
Aufreinigung mittels SPE sollte gewährleisten, dass in den in vitro-Enzyminhibitionsassays 
interferierende Substanzen entfernt wurden. Es ergaben sich je nach Methodik drei 
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Extraktgruppen (HE, HA, A). So ergaben sich die A-Extrakte aus SLE mit 60 %-igem Aceton, die 
HE-Extrakte aus alkalischem Aufschluss des BSG gefolgt von EtOAc-Extraktion und die HA-
Extrakte aus SLE mit 60 %-igem Aceton des festen Rückstands aus dem alkalischen Aufschluss. 
Im Anschluss wurden die erhaltenen Extrakte hinsichtlich ihres Effektes auf die Enzyme 
α-Glucosidase, α-Amylase, GPα und DPP IV in photometrischen, zellfreien in vitro-Assays 
untersucht.  

Teil II: Im Anschluss sollte die Charakterisierung der Extrakte mittels HPLC-ESI-MS(/MS) (engl. 
high pressure liquid chromatography-electrospray ionisation-mass spectrometry) 
Experimenten sowie HPLC-DAD (engl. diodenarray detector) erfolgen. Hierbei wurde zunächst 
via full scan (Q1) Präkursorionen detektiert, welche im Anschluss mittels Produktionenscan 
(MS2) identifiziert wurden. Als Kriterien wurden die entstandenen Fragmente sowie deren 
Verteilung, die Retentionszeit (Rt), sofern Referenzsubstanzen verfügbar waren, und der 
Vergleich mit Literaturdaten, wo möglich, herangezogen. Danach wurden die Leitsubstanzen 
der Extrakte – Hordatine in Acetonextrakten und HCAs in Extrakten aus alkalischem 
Aufschluss – mittels HPLC-DAD quantifiziert. 

Teil III: Als Leitsubstanzen in den Acetonextrakten (A) wurden Hordatine identifiziert, welche 
nicht kommerziell erwerblich waren und daher gezielt aus BSG isoliert und fraktioniert werden 
sollten. Hierfür wurde eine SLE mit 60 %-igem Aceton gefolgt von säulenchromatographischer 
Aufreinigung und präparativer HPLC gewählt Die erhaltenen Fraktionen (H-Fraktionen) 
wurden mittels HPLC-ESI-MS/MS charakterisiert und der Gesamthordatingehalt 
semiquantitativ via HPLC-DAD bestimmt. Danach wurden diese Fraktionen im 
α-Glucosidase-Inhibitionsassay sowie dem GPα-Inhibitionsassay untersucht.  
 
Teil IV: In den Extrakten aus alkalischem Aufschluss (HE, HA) waren neben den bekannten und 
als Reinsubstanzen verfügbaren HCAs FA oder pCA kommerziell nicht erhältliche DiFAs 
enthalten. Diese sollten gezielt aus BSG isoliert werden, wobei eine alkalische Hydrolyse 
gefolgt von zweifacher Auftrennung mittels GPC (Gelpermeationschromatographie) und 
präparativer HPLC Anwendung fand. Die so erhaltenen Fraktionen (F-Fraktionen) wurden mit 
zuvor etablierten HPLC-ESI-MS/MS-Methoden, charakterisiert und im 
α-Glucosidase-Inhibitionsassay sowie im GPα-Inhibitionsassay untersucht. 

Teil V: Identifizierte Substanzen in den aktiven Extrakten, welche als Reinsubstanzen erhältlich 
waren, sollten ebenfalls in den Enzyminhibitionsassays untersucht werden, um ihren Beitrag 
zum Inhibitionspotential der Extrakte beurteilen zu können.  
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4 Ergebnisse und Diskussion  
Die Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist in fünf unterschiedliche Teile 
gegliedert. Teil I bis III umfassen jeweils einen Teilbereich der vorliegenden Dissertation, 
welche je in einer Publikation veröffentlich wurden und sich hier kurz zusammengefasst auf 
Deutsch finden. In Teil IV und V sind zusätzliche Ergebnisse dargestellt, die in der Arbeit 
beschrieben und diskutiert werden. Im Anschluss werden die Ergebnisse der fünf Teilaspekte 
in einer zusammenfassenden Diskussion (Kapitel 5) hinsichtlich der übergeordneten 
Fragestellung – welche Komponenten in den BSG-Extrakten zur Inhibition beitrugen – 
erläutert.  
 
Teil I dieses Kapitels beinhaltet die Publikation Becker et al. 2021, in der die Herstellung der 
BSG-Extrakte HE1–HE6, HA1–HA3 und A1–A7 mittels verschiedener Extraktionsmethodiken 
aus unterschiedlichen BSG-Chargen (BSG 1–3) beschrieben wird. Desweiteren wurde die 
Bestimmung des TPCs und TFCs sowie die Untersuchung der Extrakte in den vier in vitro-
Enzyminhibitionsassays (α-Glucosidase, α-Amylase, DPP IV, GPα) untersucht.  
 
Die in Teil II dieses Kapitels beinhaltete Publikation Becker et al., 2022 b umfasst die 
Charakterisierung der BSG-Extrakte HE1–HE6, HA1–HA3 und A1–A7 mittels 
Massenspektrometrie und HPLC-DAD mit dem Ziel der Identifikation der bioaktiven 
Komponenten in den Extrakten.  
 
Im Rahmen der Analyse der Extrakte HE1–HE6, HA1–HA3 und A1–A7 wurden verschiedene 
Inhaltsstoffe detektiert, welche teilweise nicht kommerziell erhältlich waren.  
So waren in Extrakten A1–A7 Phenolamide, v.a. Hordatine enthalten, deren Isolierung, 
Charakterisierung und Untersuchung ihrer biologischen Aktivität gegenüber α-Glucosidase 
und GPα in Teil III in Publikation Becker et al., 2022 a beschrieben sind.  
 
Als relevante Inhaltsstoffe in den Extrakten HE1–HE6, HA1–HA3 wurden neben monomeren 
HCAs DiFAs identifiziert. Ihre Isolierung aus BSG, Charakterisierung mittels 
Massenspektrometrie und die Untersuchung des inhibitorischen Potentials gegenüber 
α-Glucosidase und GPα wird in Teil IV beschrieben.  
 
Einige Inhaltsstoffe konnten mittels einer Reinsubstanz anhand der Rt und charakteristischen 
Fragmentierung identifiziert werden. Um ihren Einfluss auf die beiden Enzyme α-Glucosidase 
und GPα zu untersuchen, wurden die identifizierten Reinsubstanzen in den beiden 
Enzyminhibitionsassays untersucht, was in Teil V dargestellt ist.  
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4.1 Publikation 1: Influence of Brewer’s Spent Grain Compounds on Glucose 
Metabolism Enzymes 

Einleitung 
Alternative Nutzungsmöglichkeiten landwirtschaftlicher Abfälle und Nebenprodukte rückten 
in den letzten Jahren besonders angesichts der Fragestellung nachhaltiger 
Lebensmittelproduktion in den Fokus der Forschung [Ben-Othman et al., 2020]. BSG stellt mit 
39 Millionen Tonnen weltweiter Produktion jährlich das Hauptabfallprodukt der 
Bierherstellung dar und wurde bislang aufgrund seines ernährungsphysiologisch wertvollen 
hohen Protein- und Ballaststoffgehaltes vorwiegend als Viehfutter genutzt. Doch auch 
Anwendungsmöglichkeiten für die menschliche Ernährung wie die Erhöhung des Ballast- und 
Nährstoffgehaltes in Pasta, proteinreicher Snacks oder gebackener Waren sind Gegenstand 
aktueller Studien [Mussatto, 2014; Pratap Singh et al., 2020; Sahin et al., 2021; Amoriello et 
al., 2020]. Als Minorkomponenten finden sich weiterhin Polyphenole wie HCAs in BSG, deren 
biologische Aktivität bereits mehrfach untersucht wurde. Sie erwiesen sich als potente 
Inhibitoren der α-Amylase und α-Glucosidase [Adisakwattana et al., 2009; Jeong et al., 2012] 
und eine Beeinflussung des Glykogenstoffwechsels konnte in vivo in Ratten beobachtet 
werden [Narasimhan et al., 2015b]. Proteinhydrolysate aus BSG inhibierten DPP IV als auch 
α-Glucosidase [Connolly et al., 2014]. Weiterführende Studien zu polyphenolreichen 
Extrakten aus verschiedenen Extraktionsprozessen hinsichtlich einer Beeinflussung der 
genannten Enzyme des Glucosestoffwechsels sind derzeit noch nicht publiziert, wobei die 
vorhandenen Daten weitere Forschungsvorhaben unterstützen.  

Zielsetzung  
Ziel der Studie war die Herstellung von BSG-Extrakten aus verschiedenen Chargen mittels 
mehrstufiger Extraktionsprozesse. Neben den unbehandelten BSG-Proben sollten vor 
Extraktion entfettete BSG-Proben untersucht werden. Durch den Einsatz einer SLE mit 
60 %-igem Aceton sowie einer alkalischen Hydrolyse und deren Kombinationen sollte 
unterschieden werden zwischen freien und gebundenen Polyphenolen. Eine Aufreinigung 
mittels SPE sowie eine zusätzliche Ethlyacetat-Extraktion bei Extrakten aus alkalischer 
Hydrolyse gewährleistete die Entfernung interferierender Substanzen für die biologischen 
Enzymassays. Die erhaltenen Extrakte (HA=SLE mit 60 %-igem Aceton des Rückstands aus 
alkalischer Hydrolyse, HE=alkalische Hydrolyse gefolgt von EtOAc-Extraktion und A= SLE mit 
60 %-igem Aceton; vgl. Schema S1 im Zusatzmaterial der Publikation 1 supplement material) 
sollten im Anschluss auf ihren TPC und TFC sowie hinsichtlich einer inhibierenden Wirkung auf 
α-Glucosidase, α-Amylase, DPP IV und GPα untersucht werden.  

Zusammenfassung der Ergebnisse 
Aus drei verschiedenen BSG-Chargen (BSG 1 (BioVT TUK): ca. 50 % Weizenmalz/50 % Pilsner 
Malz, BSG 2 (BioVT TUK): 100 % Weyermann® Vienna Malz und BSG 3 (Orval Brauerei, 
Florenville): 90 % Pilsner Malz, 9 % Karamell-Malz und 1 % gerösteter und geschälter Gersten), 
welche aus unterschiedlichen Brauprozessen und Rohstoffen stammten (vgl. Tabelle 1 in 
Publikation 1) konnten insgesamt 16 Extrakte (A1–A7, HA1–HA3, HE1–HE6) hergestellt 
werden. Aus der klassischen SLE mit 60 % -igem Aceton ergaben sich die A-Extrakte, aus dem 
alkalischen Aufschluss die HE-Extrakte und aus der Extraktion mit 60 %-igem Aceton eines 
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Rückstands des alkalischen Aufschlusses die HA-Extrakte. Durchschnittlich war die Ausbeute 
bei allen drei Extraktgruppen mit 0,8–3,5 g/100 g BSG gering was auch auf die durchgeführte 
SPE zurückgeführt wurde. Alle Extrakte enthielten detektierbare Mengen an Phenolen (TPC), 
wohingegen nur einige Extrakte (A4–A5, A7, HE1–HE6, HA3) Flavonoiden (TFC) enthielten. 
Allerdings waren deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Extraktgruppen ersichtlich. 
So enthielten die HE-Extrakte signifikant höhere TPC und größtenteils TFC als die 
vergleichbaren HA- und A-Extrakte. Hierbei waren die TFC-Gehalte durchschnittlich dreimal 
geringer als die TPC-Werte. Dies lässt sich u.a. auf die spezifischere Methodik des TFC-Assays 
im Vergleich zum TPC-Assay zurückführen und der Trend wurde in vergleichbaren Studien 
beobachtet [Stefanello et al., 2018]. Ein ähnliches Bild zeichnete sich bzgl. beider Gehalte in 
Relation der Werte zur Trockenmasse BSG. Weiterhin zeigte sich, dass Extrakte aus 
entfetteten BGS-Proben (A5, A7, HE6) höhere TPC und TFC (außer für A7) als die 
vergleichbaren Extrakte aus nicht entfetteten BSG-Proben (A4, A6, HE5) aufwiesen, was von 
Stefanello et al. zuvor beschrieben wurde [Stefanello et al., 2018]. Hinsichtlich der 
verschiedenen Chargen waren die Unterschiede geringer ausgeprägt. Tendenziell zeigten 
Extrakte aus BSG 3 (171215, Brauerei Orval) die niedrigeren Gehalte im Vergleich zu den 
beiden anderen Chargen. Da der Gesamtphenolgehalt stark vom Brauprozess und den 
verwendeten Ausgangsmaterialien abhängt könnten die beobachteten Unterschiede auf die 
unterschiedlichen Prozesse zurückgeführt werden. Beispielsweise führen höhere 
Temperaturen während des Darrens u.U. zur Bildung von Melanoidinen, welche zu höheren 
TPC-Gehalten führen können [Birsan et al., 2019].  Neben den verschiedenen Brauprozessen 
könnten unterschiedliche Lagerung vor Lyophilisierung der drei  Chargen zu Veränderungen 
der Gehalte führen, da BSG mikrobiell anfällig ist [Bianco et al., 2020].  
Hinsichtlich der biologischen Aktivität zeigte sich im α-Glucosidase- und GPα-Assay ein 
inhibitorisches Potential, wohingegen im α-Amylase- und DPP IV-Inhibitionsassays keine 
Inhibition oder lediglich ohne biologische Relevanz beobachtet wurde.  
Alle Extrakte führten zu keiner ausgeprägten Inhibition der α-Amylase, sodass keine IC50-
Werte bestimmt werden konnten. So konnte kein Effekt durch HE- und HA-Extrakte sowie 
geringe Inhibition (< 50 % in höchster Extraktkonzentration von 1050 µg/mL) durch A-Extrakte 
beobachtet werden. In Bezug auf die DPP IV zeigte sich, dass alle HE-Extrakte sowie A7 und 
HA3 zu einer Inhibition des Enzyms mit IC50-Werten zwischen 291–778 µg/mL führte. 
Allerdings lagen diese um einen Faktor von etwa 106 höher als die der PK mit 5,5 ng/mL, was 
die Relevanz der Ergebnisse für einen Effekt im menschlichen Körper deutlich abschwächt.  
Im α-Glucosidase-Inhibitionsassay zeigten verschiedene Extrakte, v.a. A-Extrakte (A2–A7) 
sowie HE4 und HE5 mit IC50-Werten zwischen 67–268 µg/mL eine vergleichbare 
Inhibitionsstärke wie die PK Acarbose. Zudem konnte eine signifikant potentere Inhibition 
durch die A-Extrakte aus entfetteten BSG-Proben (A5, A7) als die vergleichbaren nicht zuvor 
entfetteten Proben (A4, A6) beobachtet werden. Vergleichbare Studien wurden von Donkor 
et al. und Ramakrishna et al. mit Extrakten (SLE mit organischen Lösungsmitteln) aus 
gekeimter und ungekeimter Gerste durchgeführt [Ramakrishna et al., 2017; Donkor et al., 
2012]. In beiden Studien war die α-Glucosidase-Inhibition weniger potent und die TPC-Werte 
geringer als in unserer vorliegenden Studie. Allerdings unterliegt BSG im Vergleich zu 
(un)gekeimter Gerste weiteren Prozessschritten, was zu Unterschieden in der 
Zusammensetzung der finalen Extrakte führen kann. Eine eindeutige Korrelation der 
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Inhibitionsstärke mit dem TPC und TFC konnte nicht beobachtet werden. Die A-Extrakte als 
potenteste Inhibitoren wiesen signifikant geringere TPCs (24,6 ± 3,3 bis 107,2 ± 15,8 µg 
GÄq/mg Extrakt) als die weniger inhibierenden HE-Extrakte (157,5 ± 13,0 bis 351,5 ± 20,7 µg 
GÄq/mg Extrakt) auf. Hinsichtlich der GPα führten alle untersuchten Extrakte (A3–A7, HE1–
HE5, HA1–HA2) zu einer Inhibition des Enzyms, wobei manche Extrakte (A1, HE6, HA3) 
aufgrund ihrer Löslichkeit nicht untersucht werden konnten. Die Inhibitionsstärke variierte 
deutlich (IC50-Werte zwischen 12,6–261 µg/mL) war jedoch tendenziell stärker für HA- und A-
Extrakte als für HE-Extrakte. Hier zeigte sich erneut, dass die zuvor entfetteten BSG-Proben zu 
hemmenderen Extrakten führte (A5, A7). Die beiden A-Extrakte fallen aufgrund ihres zehnfach 
höheren Effektes als die PK Koffein auf. Wie bei der α-Glucosidase-Inhibition konnte für die 
GPα-Inhibition keine Korrelation mit den TPC- und TFC-Werten festgestellt werden. Eine 
Beeinflussung der GPα ist aufgrund ihrer verschiedensten Bindungsstellen durch eine Vielzahl 
an chemischen Strukturen möglich [Nagy et al., 2020]. Extrakte als komplexe Stoffgemische 
können daher viele mögliche Inhibitoren enthalten. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 
SLE in Kombination mit im Vorfeld durchgeführter Entfettung des Rohmaterials die 
potentesten GPα-Inhibitoren extrahiert.  

Fazit 
Die Ergebnisse zeigen, dass BSG eine Quelle für Inhibitoren einiger Enzyme des 
Glucosestoffwechsels, v.a. α-Glucosidase und GPα darstellen kann. Hinsichtlich der α-Amylase 
konnten keine potenten BSG-Extrakte identifiziert werden und die Inhibition der DPP IV erwies 
sich hinsichtlich der Inhibitionsstärke im Vergleich zur PK Sitagliptin nicht als biologisch 
relevant. Jedoch waren hinsichtlich der α-Glucosidase besonders die A-Extrakte (vergleichbare 
Inhibition wie die PK Acarbose) sowie die HA- und A-Extrakte gegenüber der GPα potente 
Inhibitoren (bis zu zehnmal potenter als die PK Koffein). Die detektierten TPC und TFC-Gehalte 
waren im Vergleich zur Literatur gering (TPC: 24,6 ± 3,3 bis 351,5 ± 20,7 µg GÄq/mg Extrakt; 
TFC: nicht nachweisbar bis 93,6 ± 2,9 µg CÄq/mg Extrakt), allerdings wurden bislang keine 
vergleichbaren Extraktionen mit ausgeprägter Aufreinigung mittels SPE durchgeführt. Diese 
könnte die geringen Ausbeuten und TPC-Gehalte erklären. Die deutlich höheren TPC-Gehalte 
der HE-Extrakte bestätigen jedoch, dass besonders die gebundenen Polyphenole im BSG zu 
dem Gehalt beitragen und weniger die freien Polyphenole.  
Da sich keine klare Korrelation der Ergebnisse in den Enzyminhibitionsassays mit den TPCs und 
TFCs in den Extrakten ergab, waren weitere Untersuchungen wie HPLC-DAD- oder HPLC-
MS/MS-Experimente zur Identifikation der aktiven Inhaltsstoffe notwendig. Es zeigte sich, 
dass die durchgeführte Extraktionsmethodik für die Inhibitionsstärke sowie den TPC- und TFC- 
Gehalt von deutlich größerer Bedeutung als die verwendete BSG-Charge, der angewandte 
Brauprozess oder das eingesetzte Malz ist. Leichte Unterschiede zwischen den Chargen 
wurden festgestellt, waren jedoch nicht derart ausgeprägt wie die Unterschiede, welche durch 
die Extraktionsmethodik erhalten wurden. 

Veröffentlichtes Manuskript
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Supplement Material  
Scheme S1: Scheme S1: Overview flow chart for extract preparation (A1–A7, HE1–HE6, HA1–HA3) 
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4.2 Publikation 2: Characterization of BSG extracts by tandem mass 

spectrometry and HPLC-DAD: ferulic acid dehydrodimers, phenolamides 
and oxylipins  

Einleitung 
BSG ist ein lignocellulosehaltiges Material, welches neben bis zu 25 % Cellulose [Carvalheiro 
et al., 2005], 40 % Hemicellulosen [Mandalari et al., 2005] und 28 % Lignin [Mussatto und 
Roberto, 2006] 19–30 % Proteine [Mussatto, 2014] und etwa 13 % Lipide [Xiros et al., 2008] 
enthält. Letztere setzen sich größtenteils aus Triglyceriden zusammen aber auch freie 
Fettsäuren und Phospholipide wurden beschrieben [Niemi et al., 2013]. Aufgrund des 
Brauprozesses wird davon ausgegangen, dass große Teile der enthaltenen Lipide einer 
Oxidation unterliegen und weitere modifizierte Lipidklassen enthalten sein könnten. So 
wurden nach dem Maischeprozess hydroxylierte Fettsäuren identifiziert [Arts et al., 2007]. 
Zudem stellt BSG eine gute Quelle für gebundene Polyphenole dar, welche als Quervernetzer 
innerhalb der Hemicellulosestruktur dienen [Stefanello et al., 2018]. Sie werden mittels 
Aufschlussverfahren chemischer oder enzymatischer Natur freigesetzt und bestehen 
hauptsächlich aus HCAs. Mit bis zu 2,1 mg/g BSG Trockengewicht ist FA das Hauptpolyphenol 
unter den gebundenen gefolgt von bis zu 1 mg/g pCA [Alonso-Riaño et al., 2020; Birsan et al., 
2019]. Ebenso wurden oligomere Strukturen der FA zuvor nachgewiesen [Verni et al., 2020] 
und besonders die dimeren Strukturen wurden in verschiedenen Studien mittels 
massenspektrometrischer Methoden aufgeklärt [Callipo et al., 2010; Bunzel et al., 2005]. Die 
freien Polyphenole, wie einige Flavonoide oder Dihydrohydroxyzimtsäuren, sind ohne 
Aufschluss mittels organischer SLE aus dem BSG isolierbar und ihr Gehalt liegt etwa 50–100 
mal niedriger als der der gebundenen Polyphenole [Birsan et al., 2019; Verni et al., 2020]. 
Neben Polyphenolen stellen Phenolamide eine große Klasse sekundärer Pflanzeninhaltsstoffe 
dar und wurden in Bier wie Getreide nachgewiesen [Wannenmacher et al., 2018; Pihlava, 
2014]. Sie sind als HCAA bekannt und setzen sich aus einem Aminanteil, einer Aminosäure und 
einem Hydroxyzimtsäureanteil zusammen. So wurden in Bier und Gerste verschiedene 
Hordatine, Dimere zweier HCA-Agmatine identifiziert, die sich durch ihre Stabilität 
auszeichnen [Pihlava, 2014; Röpenack et al., 1998]. Bereits 1999 zeigten Studien [Nomura et 
al., 1999], dass der Gehalt während der Keimung zunimmt, weshalb sie in relevanter 
Konzentration in BSG enthalten sein können. Aufgrund nicht kommerziell erhältlicher 
Reinsubstanzen gestaltete sich die Quantifizierung der Hordatine als schwierig und erfolgte in 
Form von pCA-Äq semiquantitativ [Pihlava et al., 2016].  

Zielsetzung  
Ziel der Studie war die Untersuchung verschiedener biologisch aktiver BSG-Extrakte, aus 
welchen mittels mehrstufiger Extraktionsprozesse drei Extraktgruppen (HA, HE, A) gewonnen 
worden waren (vgl. Publikation 1 [Becker et al., 2021]). Im Fokus stand dabei die 
massenspektrometrische Identifikation von Einzelsubstanzen, gefolgt von der Quantifizierung 
der Leitsubstanzen mittels HPLC-DAD. Zur Identifikation dienten Referenzsubstanzen sowie 
Vergleiche mit Literaturdaten, sofern keine Reinsubstanzen verfügbar waren. Weiterhin 
sollten die Unterschiede bzgl. der Inhaltsstoffe in Abhängigkeit von der BSG-Charge (BSG 1 
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(BioVT TUK): ca. 50 % Weizenmalz/50 % Pilsner Malz, BSG 2 (BioVT TUK): 100 % Weyermann® 
Vienna Malz und BSG 3 (Orval Brauerei, Florenville): 90 % Pilsner Malz, 9 % Karamell-Malz und 
1 % gerösteter und geschälter Gersten) sowie dem verwendeten Malz und der 
Extraktionsmethode aufgezeigt werden.  

Zusammenfassung der Ergebnisse 
Die ersten massenspektrometrischen HPLC-UV-ESI-MS/MS-Experimente zeigten, dass sich die 
drei Extraktgruppen hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe deutlich unterscheiden. So fanden sich in 
A-Extrakten abhängig von der BSG-Charge einige Catechinderivate wie (+)-Catechin (A2, A4-
A7) und Procyanidin B in A2 und A4. Tryptophan wurde nur in Extrakten aus BSG 1 und BSG 2 
identifiziert. Zudem konnten zwei verschiedene Lyso-Phosphatidylethanolamine in den 
A-Extrakten nachgewiesen werden. Weiterhin konnten Vorläufer der Hordatine wie das 
Coumaroyl-Hydroxyagmatin sowie einige Hordatine selbst nachgewiesen werden. Deren 
Analyse erfolgte mittels einer optimierten Methode, die eine deutlich bessere Trennung der 
strukturell sehr ähnlichen Hordatine ermöglichte. Als Leitsubstanzen innerhalb der HE- und 
HA- Extrakte konnten v.a. Hydroxyzimtsäurederivate, wie FA, pCA und CA, nachgewiesen 
werden, doch auch DiFAs waren in den durchgeführten full scans ersichtlich. Die 
Signalintensitäten der HCAs war in den HA-Extrakten geringer als in den HE-Extrakten, was 
darauf hindeutet, dass sich die Gehalte unterscheiden. Aufgrund der Extraktionsmethodik war 
dies zu erwarten, da die HA-Extrakte aus dem Rückstand der alkalischen Hydrolyse gewonnen 
worden waren (vgl. Abb. 55) und somit der Großteil der Polyphenole im flüssigen Überstand 
der HE-Rohextrakte enthalten waren. Weiterhin waren Azelain- und Suberinsäure (zwei 
Dicarbonsäuren) sowie im full scan angedeutet Trihydroxyoctadecansäure in den HE- und HA-
Extrakten zu finden. Wie zuvor für die Hordatine, wurden die Trihydroxyfettsäuren sowie die 
Hydroxyzimtsäurederivate im Folgenden mit einer optimierten Methode analysiert.  
Zur Analytik der Phenolamide in den A-Extrakten wurde eine auf die Trennung angepasste 
HPLC-MS/MS-Methode verwendet. Mittels enhanced product ion scans (EPI) wurde eine 
bessere Sensitivität erreicht. Eine Identifikation der Hordatine erfolgte größtenteils anhand 
ihrer charakteristischen Fragmente, welche dem zweifach geladenen Präkursorion 
entsprachen oder von der Agmatin- (für Hordatine A, B, C, A1, B1, C1) bzw. 
Hydroxyagmatineinheit (für Hordatine A1, B1, C1, A2, B2, C2) stammen. Zusätzlich wurde der 
Verlust von Kohlenmonoxid, Methylgruppen, Methoxygruppen oder Ammoniak beobachtet 
und Glykoside anhand des spezifischen Verlustes einer Hexose identifiziert. Für die meisten 
Hordatine wurden verschiedene isomere Formen detektiert, die sich einerseits aus cis/trans-
Isomerie (Stereoisomerie an den beiden C-Atom des Heterozyklus im Ringsystem) ergaben 
und bei Hordatin B, B1, B2 zusätzlich ein Regioisomer darstellen. Insgesamt wurden so fast 70 
Isomere identifiziert. Neben den Hordatinen waren in den meisten Extrakten zusätzlich zwei 
Spermidinderivate und die monomeren Vorläufer der Hordatine enthalten. Die semi-
quantitativen Ergebnisse bestätigten, was sich in den massenspektrometrischen 
Experimenten anhand der Signalintensität angedeutet hatte. A1, als Extrakt aus BSG mit 50 % 
Weizenanteil (BSG 1), wies signifikant den geringsten Gehalt auf. Weiterhin zeigte sich, dass 
Extrakte aus entfettetem BSG (A5, A7) größere Mengen an Hordatinen enthielten als die 
vergleichbaren Extrakte aus nicht entfettetem Material. Extraktionsprozess 3 erwies sich als 
effektiver für die Hordatinextraktion als Prozess 1. Die Gehalte in den A-Extrakten schwankten 
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zwischen 14,2 ± 0,5 und 172,2 ± 2,1 µg pCA-Äq/mg Extrakt. Vergleiche mit den wenigen 
vorhandenen Literaturdaten [Pihlava et al., 2016; Kohyama und Ono, 2013] zeigten, dass die 
Gehalte in BSG höher sein könnten als in ungekeimter Gerste und bewiesen, dass Hordatine 
beim Brauprozess im BSG verbleiben und nicht vollständig in die wässrige Würze und damit in 
das Bier übergehen.  
Die beiden anderen Extraktgruppen, HA und HE, enthielten v.a. Hydroxyzimtsäurederivate, 
welche mit einer optimierten HPLC-ESI-MS/MS-Methode charakterisiert wurden. Insgesamt 
konnten zehn verschiedene DiFAs identifiziert werden, wobei sich die anhand der full scans 
vermuteten TriFAs nicht bestätigten. Strukturell wurden die DiFA-Isomere anhand 
charakteristischer Fragmente sowie deren Verteilung identifiziert. Dabei wurde unterschieden 
zwischen unspezifischen Signalen, wie bspw. der Kohlenstoffdioxidabspaltung, welche für alle 
DiFAs auftrat und diagnostischen Signalen, welche strukturspezifisch waren. So zeichnete sich 
die 8´-O-4-Form durch das Auftreten des Masse-zu-Ladungsverhältnisses m/z 193 aus, 
welches vom monomeren FA-Fragment stammt. Je nach Verknüpfung der beiden FAs ergeben 
sich die folgenden Strukturen: 8-8-Aryltetralin, 8-8´, 8-5´, 5-5´, 8-5´-zyklisch und 8-O-4-Form. 
Alle DiFAs können noch als cis/cis, cis/trans oder trans/trans-Isomer sowie für die zyklischen 
Isomere in anti- oder syn-Form auftreten. Die Extrakte HE4–HE6 enthielten die meisten 
Isomere, gefolgt von HE1–HE3 und HA1–HA3. Die sich anschließende HPLC-DAD-
Quantifizierung aller Hydroxyzimtsäurederivate ergab für alle neun Extrakte die gleiche 
Abfolge der Derivate mit FA (18,1 ± 3,1 bis 378,6 ± 41,0 µg FA/mg Extrakt) als mengenmäßig 
häufigstes Derivat gefolgt von pCA (6,8 ± 0,8 bis 94,9 ± 15,1 µg pCA/mg Extrakt), DiFA (2,2±0,1 
bis 50,8 ± 2,5 µg FA-Äq/mg Extrakt) und CA (14,3 ± 6,1 bis 19,6 ± 0,4 µg CA/mg Extrakt). Die 
HA-Extrakte enthielten keine CA. Der Vergleich mit Literaturdaten ergab ein ähnliches Bild 
hinsichtlich der mengenmäßigen Verteilung der Derivate. Doch sowohl die HE- als auch die 
HA-Extrakte wiesen höhere Gehalte der monomeren Hydroxyzimtsäurederivate als die 
Vergleichsdaten auf [Stefanello et al., 2018; Birsan et al., 2019; Alonso-Riaño et al., 2020]. Dies 
könnte auf die Aufreinigung mittels SPE zurückgeführt werden. Die semiquantitativen Daten 
für die DiFAs waren teilweise vergleichbar mit Literaturdaten [Verni et al., 2020], doch zeigte 
sich hier, dass zwar teils höhere DiFA-Mengen jedoch keinerlei höhere Oligomere enthalten 
waren. Dies lässt sich auf unterschiedliche Laugenkonzentration während der alkalischen 
Hydrolyse zurückführen, da davon auszugehen ist, dass höhere Konzentrationen zu höheren 
Hydrolyseraten führen können. Auch zwischen den BSG-Chargen waren Unterschiede 
vorhanden. BSG 3 (HE3, HE5) wies sowohl in HE- als auch HA-Extrakten im Vergleich eher 
geringe FA-Gehalte auf, wobei der Entfettungsprozess bei HE6 zu einer deutlichen Erhöhung 
selbigen Gehaltes geführt hatte. Weiterhin erwies sich Extraktionsprozess 1 (HE1–HE3) als 
effektiver im Vergleich zu Prozess 2 (HE4–HE6), was am unterschiedlichen Extraktionsvolumen 
der Natronlauge liegen könnte.  
Als dritte große Substanzklasse wurde in allen drei Extraktgruppen Oxylipine, im Speziellen 
hydroxylierte Derivate der Linolsäure bestimmt. Mittels HPLC-MS/MS-Experimenten wurden 
verschiedene Isomere der TriHOME und TriHODA analysiert und anhand ihrer Fragmente 
identifiziert, wobei die genaue Position der Hydroxylgruppen nicht spezifiziert werden konnte. 
Die HE-Extrakte enthielten durchschnittlich die meisten Isomere beider Säuren gefolgt von 
den HA- und A-Extrakten. Die gesättigte TriHODA war in A-Extrakten, mit Ausnahme von A1 
und A6, hingegen nicht enthalten. Aufgrund der regio- und stereoselektiven Lipoxygenase-
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Reaktion während des Maischeprozesses [Garbe et al., 2005] wurde die (9S, 12S, 13S)-
TriHOME als Hauptisomer in den A-Extrakten angenommen. In den HA- und HE-Extrakten 
hingegen waren zahlreiche Isomere vorhanden, welche coeluierten. Vermutlich führte die 
alkalische Behandlung zu den Modifikationen der Fettsäuren oder das Zwischenprodukt der 
enzymatischen Reaktion im Maischeprozess weiter oxidiert.  

Fazit 
Die mittels verschiedener Methodiken hergestellten BSG-Extrakte wurden in die drei Gruppen 
HA,- HE- und A-Extrakte unterteilt und wiesen analytisch große Unterschiede im Bereich der 
Inhaltsstoffe auf. So konnten in den A-Extrakten aus SLE mit 60 %-igem Aceton einige 
Flavonoide sowie Phospholipide identifiziert werden, wobei die größte Substanzklasse die 
Phenolamide, v.a. Hordatine waren. Diese stellen Dimere zweier HCA-Agmatine dar, wodurch 
sich in Kombination mit Glykosidierungen und Hydroxylierungen eine große strukturelle 
Vielfalt ergibt.  Hier wurden Hordatine erstmals als Bestandteile von BSG identifiziert. Ihre 
Quantifizierung erwies sich aufgrund nicht erhältlicher Reinsubstanzen als schwierig und die 
semiquantitative Betrachtung als pCA-Äq ermöglicht lediglich einen Vergleich zwischen den 
Extrakten. Trotzdem zeigten die Ergebnisse, dass BSG eine gute Quelle für Hordatine darstellt. 
Insbesondere die Chargen 2 und 3 enthielten viele Hordatine, was darauf zurückgeführt 
wurde, dass Charge 1 aus 50 % Weizenanteil bestand und Hordatine gerstenspezifisch sind. 
Der Entfettungsprozess erwies sich als effektiv, da die entsprechenden Extrakte (A5, A7) 
höhere Mengen als die vergleichbaren Extrakte aus nicht entfettetem Material (A4, A6) 
aufwiesen. 
In HA- und HE-Extrakten lagen tendenziell die gleichen Substanzklassen, v.a. 
Hydroxyzimtsäurederivate vor. Lediglich einige Dicarbonsäuren wurden in den HA- nicht aber 
in den HE-Extrakten nachgewiesen. Große Unterschiede ergaben sich hinsichtlich der Menge 
und der Vielfalt der enthaltenen DiFA-Isomere. So enthielten HE-Extrakte, besonders jene aus 
Extraktionsprozess 1 (HE1–HE3), deutlich höhere Hydroxyzimtsäuregehalte und eine höhere 
Anzahl verschiedener DiFA-Isomere als die HA-Extrakte. Auffällig war, dass Charge 3, sofern 
sie zuvor nicht entfettet worden war, signifikant geringere FA-Gehalte als die Extrakte der 
beiden anderen Chargen aufwies. Weiterhin zeigte sich im Vergleich mit Literaturdaten, dass 
das Extraktionsvolumen sowie NaOH-Konzentration einen großen Einfluss auf die extrahierte 
Gesamtmenge an HCAs und molekulare Größe der FA-Oligomere hat. So konnten keine Tri- 
oder Tetramere mit den hier eingesetzten Extraktionsmethodiken isoliert werden, 
wohingegen die monomeren Gehalte deutlich höher als in Vergleichsstudien lagen.  
Neben den sekundären Pflanzeninhaltsstoffen enthielten alle Extrakte verschiedene Isomere 
einiger Trihydroxyfettsäuren, wobei TriHOMEs in allen drei Extraktgruppen bestimmt wurden, 
die TriHODA jedoch nur in HA- und HE-Extrakten. Es zeigte sich weiterhin eine deutlich größere 
Isomerenvielfalt in Extrakten aus alkalischen Vorbehandlungen (HE, HA) als in Extrakten aus 
SLE (A). Eine genaue Analyse der Isomeren war aufgrund von Coelutionen nicht möglich, 
weshalb hier eine Optimierung der Trennung in weiteren Studien zielführend wäre.  
Insgesamt erwiesen sich alle Extrakte als reich an sekundären Pflanzeninhaltsstoffen, wobei 
Phenolamide (bis zu 17 % Anteil am Gesamtextrakt durch Hordatine in A-Extrakten) und HCAs 
(bis zu 48 % Anteil am Gesamtextrakt durch HCAs in HE-Extrakten) als Leitsubstanzklassen zu 
nennen sind. In den HA-Extrakten entsprachen der HCA-Anteil nur 3 % am Gesamtextrakt, 
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weshalb hier die Leitsubstanzen nicht eindeutig den HCAs zugeordnet werden können. Die 
Quantifizierungen der Hordatine und HCAs erwies sich jedoch ohne Referenzsubstanzen als 
schwierig und die semiquantitativen Daten stellen lediglich eine Möglichkeit dar, Extrakte aus 
gleichen Prozessen direkt miteinander zu vergleichen. Die Synthese oder Isolierung der 
einzelnen Substanzen wäre daher eine geeignete Möglichkeit Referenzsubstanzen zu 
generieren, um eine präzise Quantifizierung der bioaktiven Substanzen zu ermöglichen.  

Veröffentlichtes Manuskript
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Supplement Material 
Supplement A: Detailed information about instrumentation and MS-parameters 
Table 1: Instrumentation used for identification and quantification of compounds in BSG extracts 

system components analysis 
HPLC-MS 1 HPLC Agilent 1100 Series with VWD (variable 

wavelength detector; Agilent 
Technologies, Santa Clara, California, USA)  
PE Sciex API 2000 triple-quadrupole mass 
spectrometer (SCIEX, Framingham, 
Massachusetts, USA). 

BSG extract characterisation 
(section 2.3) 

HPLC-MS 2 HPLC Agilent 1200 Series  
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) 
Sciex API 3200 triple-quadrupole mass spectrometer 
(SCIEX, Framingham, Massachusetts, USA) 

BSG extract characterisation 
(section 2.3) 
structural elucidation of DiFA and 
identification of 
oxylipins  
(section 2.5) 

HPLC-MS 3 HPLC Agilent 1290 Infinity  
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) 
QTRAP 5500 mass spectrometer  
(SCIEX, Framingham, Massachusetts, USA) 

identification of phenolamides 
(section 2.4)  

HPLC-DAD HPLC Agilent 1200 Series with diode array-detector 
(DAD; Agilent Technologies, Santa Clara, 
California, USA) 

quantification of total hordatine 
content (section 2.6) 
and hydroxycinnamic acids  
(section 2.7) 

 
Table 2: MS-parameters used for the different analysis methods 

analysis method MS-parameters 
ESIpos-MS(/MS)-analysis of BSG extracts 
(section 2.3)  

ion spray voltage 4700 V  
CUR 10–20 psi  
nebuliser gas 30–40 psi 
CAD gas 2 psi 
heater gas 30–40 psi 
T 450 °C 
declustering potential (DP) 100 V 
focusing potential (FP) 340 V 
entrance potential (EP) 8–10.5 V 
collision cell entrance potential (CEP) 17.5–32 V 
cell exit potential (CXP) 50 V 
collision energy (CE) 15–35 eV 

ESIneg-MS(MS)-analysis of BSG extracts 
(section 2.3)  

ion spray voltage −4500 V 
CUR 10–20 psi 
nebuliser gas 30–40 psi 
CAD gas 2–6 psi 
heater gas 30-40 psi 
T 450 °C 
DP −26 to −100 V 
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FP −160 to −340 V 
EP −8 to −11.5 V 
CEP −12 to −38 eV 
CXP −2 to −15 V 
CE −20 to −50 V 

ESIpos-MS(MS)-analysis of phenolamides  
(section 2.4) 

ion spray voltage 4700 V 
CUR 20 psi 
nebuliser gas 30 psi 
CAD gas −3 psi 
heater gas 30 psi 
temperature 450° C 
DP 100 V 
collision energy spread (CES) 30 
EP 8 V; 
CEP 40 V 
CE 30–40 eV 
LIT fill time 1 msec, dynamic 
Q3 entry barrier 8 V 
exit lens voltage (EXB) −158.88 to −133.54 V 
auxiliary AC 0.14–0.91 V 
scan rate 1000 Da/s 

ESIneg-MS(MS)-analysis of DiFAs and 
oxylipins (section 2.5)  

ion spray voltage −4500 V 
CUR 20 psi 
nebuliser gas 30 psi 
CAD gas 5–6 psi 
heater gas 30 psi 
T 450° C 
DP −45 to −100 V 
EP −10 to −10.5 V 
CEP −17 to −31.8 V 
CXP −2 to −4 V 
CE −20 to −35 eV 

 
Supplements B: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatograms of different hordatines and quantitative results 
of HPLC-DAD analysis 
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Figure 1: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatogram of hordatine B (m/z 291, a) and corresponding MS2 spectrum of 
signal at 15.6 min (b) in extract A7 (acetone extract from BSG 3, defatted); CE: 40 eV, CES: 30, DP 100 V. 

 
Figure 2: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatogram of hordatine A hexoside (m/z 357, a) and corresponding MS2 
spectrum of signal at 13.9 min (b) in extract A7 (acetone extract from BSG 3, defatted); CE 40 eV, CES 30, DP 100 
V. 

 
Figure 3: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatogram of hordatine B1 (m/z 299, a) and corresponding MS2 spectrum of 
signal at 15.4 min (b) in extract A7 (acetone extract from BSG 3, defatted); CE 40 eV, CES 30, DP 100 V.  
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Figure 4: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatogram of feruloylagmatine (m/z 307, a) and corresponding MS2 spectrum 
of signal at 17.2 min (b) in extract A4 (acetone extract from BSG 2); CE 40 eV, CES 30, DP 100 V. 

 
 
Figure 5: HPLC-ESIpos-MS/MS chromatogram of bis-coumaroylspermidine (m/z 438, a) and corresponding MS2 
spectrum of signal at 25.5 min (b) in extract A2 (acetone extract from BSG 2); CE 40 eV, CES 30, DP 100 V.  

Table 1: Total hordatine content in A extracts expressed as µg pCA-Eq/ mg ± SD or yield related in BSG dw as µg 
pCA-Eq/g BSG dw ± SD. 

Extract Hordatines 
[µg pCA-Eq/mg extract] ± SD 

Hordatines (yield related) 
[µg pCA-Eq/g BSG] ± SD 

A1 14.23 0.52 242.02 8.82 
A2 55.95 7.03 671.41 84.32 
A3 36.06 0.28 829.44 6.41 
A4 86.07 4.67 688.56 37.32 
A5 112.23 12.13 897.87 97.00 
A6 107.51 1.43 967.62 12.85 
A7 172.22 2.09 1550.06 18.80 

 
Supplements C: HPLC-ESIneg-MS/MS chromatograms of extract HE4 
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Figure 6: HPLC-ESIneg-MS/MS chromatogram of extract HE4 (ethyl acetate extract of alkaline hydrolysis of BSG 2), 
m/z 385 extracted; CE: −30 eV, DP −45 V. 

 
Supplements D: HPLC-ESIneg-MS/MS chromatograms of oxylipins 

 
Figure 7: HPLC-ESIneg-MS/MS chromatogram of TriHOME isomers (m/z 329, a) and corresponding MS2 spectrum 
of signal at 28.3 min (b) in extract HE5; CE −30 eV, DP −100 V. 

 
Figure 8: HPLC-ESIneg-MS/MS chromatogram of TriHODA isomers (m/z 331, a) and corresponding MS2 spectrum 
of signal at 28.9 min (b) in extract HE5; CE −30 eV, DP −100 V.  
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4.3 Publikation 3: Isolation of hordatine-rich fractions from BSG and their 
influence on glucose metabolism enzymes 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit isolierten Hordatinfraktionen wurden in der 
Publikation als Fraktionen 1-10 bezeichnet. Zu besseren Differenzierung von den Fraktionen 
der FA-Oligomer-Isolierung (F-Fraktionen 1-37; s. Kapitel 4.4) werden sie im Folgenden als 
H-Fraktionen (H1-H10) bezeichnet.  

Einleitung 
Hordatine sind Dimere zweier HCAAs und gehören zur Gruppe der Phenolamide. Sie wurden 
bislang in Gerste [Nomura et al., 1999; Röpenack et al., 1998] sowie in Bier [Pihlava, 2014] 
nachgewiesen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten sie erstmals in BSG-Extrakten aus 
SLE mit 60 %-igem Aceton identifiziert und als pCA-Äq quantifiziert werden [Becker et al., 
2022b]. Ihre Biosynthese findet über den Phenylpropanoid- und den Polyamin-Syntheseweg 
statt, wobei FA, pCA und Sinapinsäure als Hydroxyzimtsäure-Bausteine auftreten können. So 
ergibt sich eine strukturelle Vielfalt, welche über Hordatin A (2x pCA), B (1x pCA, 1xFA), C 
(2xFA) und D (1xFA, 1x Sinapinsäure) sowie zusätzlich durch Modifikation des Agmatins über 
einfach hydroxylierte Hordatine (A1–C1), zweifach hydroxylierte Hordatine (A2–C2) und 
Hordatine mit unterschiedlich hohem Glykosylierungsgrad reicht [Gorzolka et al., 2014; 
Gorzolka et al., 2016; Pihlava, 2014]. Quantitative Daten sind nur begrenzt publiziert und 
reichen von Höchstwerten von 18,7 mg pCA-Äq/L in Bier [Pihlava et al., 2016] über 
Höchstgehalte von 254 nmol Hordatin A und B/g Trockengewicht ungekeimter Gerste (139,7 
µg/g berechnet als Hordatin A bzw. 147,5 µg/g berechnet als Hordatin B) [Kohyama und Ono, 
2013]. Es ist bekannt, dass die Gehalte während der Keimung zunehmen [Nomura et al., 1999], 
was die Hypothese des Auftretens in BSG stützt. Ihre biologischen Wirkungen sind bislang 
wenig erforscht. Sie wurden als antifungizid wirksam in der Gerstenpflanze [Röpenack et al., 
1998] sowie antioxidativ [Spreng und Hofmann, 2018] beschrieben. Basierend auf der im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit detektierten Inhibition der α-Glucosidase und GPα durch 
BSG-Extrakte, wurde ein entsprechendes inhibitorisches Potential vermutet (vgl. Kapitel 4.1. 
Publikation 1 und 2 [Becker et al., 2021])  

Zielsetzung  
Im Fokus stand die Isolierung verschiedener Hordatine aus BSG und deren Auftrennung in 
einzelne angereicherte Fraktionen, welche im Anschluss mittels enhanced resolution scans via 
HPLC-MS/MS analysiert werden sollten. Weiterhin sollten die Fraktionen hinsichtlich ihres 
inhibitorischen Potentials gegenüber α-Glucosidase und GPα untersucht und die Menge 
enthaltener Hordatine semiquantitativ als pCA-Äq bestimmt werden.  

Zusammenfassung der Ergebnisse 
Mittels eines mehrstufigen Isolations- und Aufreinigungsprozesses konnten insgesamt zehn 
Hordatin-Fraktionen (H1–H10) gewonnen werden. Zudem wurde ein nicht ausreichend 
aufgetrennter Rest des Rohisolates, der ebenfalls Hordatine enthielt, aus Vorversuchen 
erhalten. Dieser wurde lediglich zur präziseren Bestimmung der Ausbeute betrachtet. Die 
Gesamtmenge des Isolates belief sich auf 21,5 mg, was ca. 14,8 mg/100 g BSG entspräche. 
Dies ist aufgrund der umfangreichen Aufarbeitungsschritte als ungefähre Annährung zu 
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betrachten. Die im Anschluss durchgeführte massenspektrometrische Analyse ergab, dass alle 
H-Fraktionen Hordatine enthielten und eine Trennung in Glykoside, hydroxylierte Hordatine 
und nicht hydroxylierte Hordatine erfolgreich war. Die Identifikation der Hordatine erfolgte 
analog der zuvor durchgeführten Studie anhand der Hauptfragmente [Becker et al., 2022b]. 
So führte die präparative Trennung mit einer RP-Säule zur Auftrennung der glykosylierten 
Hordatine v.a. in Fraktionen H1–H6, hydroxylierter Hordatine in H7 und H8 sowie Hordatinen 
A–C in H9 und H10. Aufgrund der zusätzlichen Methylgruppen bei Hordatin C, C1, C2 im 
Vergleich zu Hordatin A, A1, A2 eluierten diese stets etwas später als die Hordatine, welche 
pCA statt FA enthielten. Insgesamt wurden 71 verschiedene Hordatine bzw. deren cis/trans- 
und Regioisomere sowie die beiden monomeren Vorläufer Feruloyl- und Coumaroylagmatin 
nachgewiesen. Eine Auftrennung aller einzelnen Hordatine war aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit jedoch nicht möglich. Die semiquantitative Bestimmung der Hordatingehalte 
ergab je nach Fraktion starke Unterschiede und lag zwischen 60,7 ± 3,1 bis 259,6 ± 6,1 µg pCA-
Äq/mg Fraktion, wobei der Korrekturfaktor von 5, welcher aus Literaturdaten stammt [Pihlava 
et al., 2016], noch nicht einberechnet wurde. Hier zeigte sich die Relevanz von 
Referenzsubstanzen, denn unter Berücksichtigung des Korrekturfaktors ergäben sich 
unrealistische Werte über 100 %. Es kann davon ausgegangen werden, dass sich nicht alle 
Hordatine hinsichtlich der UV-Absorption gleich verhalten. Trotzdem können anhand der 
Daten Vergleiche innerhalb der Fraktionen sowie zu den BSG-Extrakten A1–A7, die im Rahmen 
der Dissertation entstanden [Becker et al., 2022b] gezogen werden. Es zeigte sich, dass die 
H-Fraktionen alle deutlich höhere Gehalte als die BSG-Extrakte aufwiesen. Dies kann auf die 
präparative Trennung zurückgeführt werden, welche zu einer Aufkonzentrierung der 
Hordatine in den Fraktionen im Vergleich zu den Extrakten führte. Hinsichtlich der 
biologischen Aktivität wurde kein inhibitorisches Potential der H-Fraktionen gegenüber GPα 
jedoch gegenüber α-Glucosidase beobachtet. Sowohl H5 als auch H8 erwiesen sich als potente 
Inhibitoren mit IC50-Werten von 194,1 ± 1,8 µg/mL bzw. 78,2 ± 4,6 µg/mL. Somit enthielt v.a. 
H8 starke Inhibitoren und zeigte ein stärkeres Inhibitionspotential als die Positivkontrolle (PK) 
Acarbose mit einem IC50-Wert von 116,1 ± 22,3 µg/mL. Beide Fraktionen lagen hinsichtlich 
ihres Hordatingehaltes im unteren bis mittleren Bereich, weshalb davon auszugehen ist, dass 
spezifische Hordatine für die Inhibition verantwortlich waren. So könnten in den Fraktionen 
die Leitsubstanzen wie Glykoside (in H5) und der Vorläufer Coumaroylagmatin (in H8) als 
Inhibitoren in Frage kommen, was jedoch in Folgestudien verifiziert werden müsste.  

Fazit 
Hordatine gehören zur Gruppe der Phenolamide und sind aufgrund ihrer Stabilität in Bier und 
BSG, zwei stark prozessierten Produkten, zu finden. Ihre Strukturvielfalt zeigte sich anhand 
der 71 detektierten Hordatine bzw. deren Isomere und erschwerte die Isolierung einzelner 
Substanzen aus BSG. Lediglich eine Auftrennung in einzelne Gruppen wie Glykoside, 
hydroxylierte oder nicht hydroxylierte Hordatine gelang. Möglicherweise ist die Synthese 
gegenüber einer Isolierung aus Rohmaterialien zur Gewinnung der Einzelsubstanzen 
vorzuziehen. Zwar ist die Quantifizierung ohne Referenzsubstanzen ein kritischer Faktor, 
jedoch erlauben die semiquantitativen Ergebnisse den Vergleich zwischen Proben, die mittels 
gleicher Methodik analysiert wurden. So zeigte sich, dass die erhaltenen H-Fraktionen höhere 
Gehalte aufwiesen als die ebenfalls im Rahmen der Dissertation hergestellten BSG-Extrakte. 
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Hinsichtlich der biologischen Wirkungen konnte ein inhibitorisches Potential zweier 
Fraktionen gegenüber α-Glucosidase beobachtet werden, welches jedoch mit höherer 
Stichprobenanzahl verifiziert werden sollte. Weiterhin könnten molecular docking-Studien mit 
den vermuteten Leitderivaten in den inhibitorischen Fraktionen herangezogen werden.  

Veröffentlichtes Manuskript 
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4.4 Isolierung von FA-Oligomere aus BSG 
Als Leitsubstanzen in den BSG-Extrakten HA und HE, welche entweder aus alkalischen 
Aufschlüssen direkt (HE) oder aus SLE des Rückstandes eines alkalischen Aufschlusses 
stammen, wurden Hydroxyzimtsäurederivate identifiziert. Da v.a. FA innerhalb der 
Zellwandstruktur als verknüpfendes Element in der Arabinoxylanmatrix verestert vorliegt, 
waren FA sowie deren Oligomere als Komponenten in Extrakten aus alkalischen Aufschlüssen 
zu erwarten. Die Freisetzung der so gebundenen Polyphenole mittels alkalischer Hydrolyse 
und HCAs bzw. FA-Oligomere als Bestandteile des BSGs sind vielfach beschrieben [Stefanello 
et al., 2018; Mussatto et al., 2007a; Verni et al., 2020; Birsan et al., 2019]. Um zu untersuchen, 
inwiefern die vordergründig in den full scans (s. Kapitel 4.2) der BSG-Extrakte anhand ihres 
Präkursorions [M−H]− von m/z 385 vermuteten DiFAs zur Inhibition der beiden Enzyme 
α-Glucosidase und GPα (s. Kapitel 4.1) beitragen, sollten sie gezielt isoliert und fraktioniert 
werden. Die isolierten DiFAs sollten zur Klärung der tatsächlich vorliegenden Strukturen in den 
BSG-Extrakten beitragen. Um zu gewährleisten, dass die gleichen DiFAs bzw. FA-Oligomere 
erhalten wurden, wie sie in den Extrakten zu finden waren, wurde die Isolierung aus BSG 
gegenüber einer Synthese bevorzugt.  

4.4.1 Gewinnung und Ausbeute der F-Fraktionen  
Die Isolierung der FA-Oligomere gliederte sich in mehrere Prozessschritte. Das erhaltene 
Rohisolat bestand aus einer braunen, hochviskosen Flüssigkeit mit einer Ausbeute von ca. 
5,1 % (bezogen auf gefriergetrockneten, entfetteten und enzymatisch vorbehandelten BSG) 
bzw. 0,8 % (BSG dw ohne Vorbehandlung). Dieses wurde zunächst mittels GPC fraktioniert, 
um Monomere wie pCA und FA abzutrennen. Im Anschluss wurden die fünf Fraktionen aus 
der GPC semipräparativ weiter aufgetrennt, sodass am Ende 37 Fraktionen mit teils sehr 
geringen Mengen (s. Tab. 32) entstanden, welche in Summe etwa 5,7 % des Rohisolats 
entsprachen. Bezogen auf die Trockenmasse des unbehandelten BSG entsprach die 
Gesamtausbeute der Fraktionen ca. 0,05 %. Jedoch konnten fünf Fraktionen (F15, F17, F21, 
F24, F25) nach Lyophilisierung nicht ausgewogen werden oder die Mengen war zu gering, um 
sie weiter analysieren zu können. Die geringe Ausbeute ist einerseits durch die mehrstufigen 
Aufreinigungsprozesse zu erklären und andererseits handelt es sich bei Polyphenolen um 
Minorkomponenten. So detektierten Verni et al. ebenfalls nur geringe Mengen von ca. 0,11 % 
FA-Oligomere in BSG, wobei sich die Extraktion von dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
eingesetzten Isolierungsprozess unterschied [Verni et al., 2020].  

4.4.2 Charakterisierung der F-Fraktionen via HPLC-ESI-(−)-MS/MS 
Die Charakterisierung der erhaltenen F-Fraktionen erfolgte an zwei verschiedenen MS-
Geräten via negativer full scans gefolgt von EPI scans oder MS2 scans. Die Identifikation 
enthaltener Inhaltsstoffe erfolgten mittels Referenzsubstanzen für trans-FA, trans-pCA, 
Azelainsäure sowie zwei DiFAs (gekennzeichnet durch # in Tab. 4 sowie dargestellt im Anhang 
Tab. 33). Weitere Inhaltsstoffe wurden anhand von Literaturdaten identifiziert. Zunächst soll 
ein Überblick über alle in den F-Fraktionen gefundenen Substanzen gegeben werden, bevor 
im Anschluss die Identifizierung anhand charakteristischer Fragmentierungen erläutert wird.  
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Insgesamt konnten in den Fraktionen neben den cis- und trans-Isomeren der FA und pCA 
sowie verschiedenen DiFAs auch TriFAs, Azelainsäure, Isomere der TriHOME und der TriHODA 
detektiert werden (Tab. 4). Weiterhin fanden sich als bislang nicht identifizierte Komponenten 
in einigen Fraktionen das m/z 723,5 bei 18,5 min sowie das m/z 357 bei 11; 12,2 und 13,9 min 
und das m/z 409 bei 11,2; 13,5 und 14,5 min mit Fragmenten von m/z 193, 178 und 134. 
Letzteres spricht für ein FA-Derivat aufgrund der charakteristischen Fragmente, welche dem 
Methylgruppenverlust gefolgt von einer CO2-Abspaltung der FA entsprechen [Sinosaki et al., 
2020].  
Trotz vorgeschalteter Größenausschlusschromatographie (GPC) zur Abtrennung der kleineren 
Monomere von den DiFAs waren im Großteil der F-Fraktionen (F1–F9, sowie F11 und F36) die 
Monomere FA und pCA sowie die Dicarbonsäure Azelainsäure enthalten. Daher konnten die 
zuvor eluierenden DiFAs (zwischen 10–12 min) nicht ohne Verunreinigung durch Monomere 
erhalten werden. Die Coelution von FA mit den beiden 8-8´-DiFA-Isomeren stellte sich erst 
nach der Lyophilisierung der Fraktionen heraus, da die UV-Spektren während der 
Fraktionierung überlagerten und im full scan keine hohe Intensität des m/z 385 beobachtet 
werden konnte. Dieses Problem wurde bereits in der Literatur in anderen Studien 
beschrieben, die ebenfalls eine komplexe Trennung der zuletzt eluierenden Monomere von 
den zuerst eluierenden DiFAs beobachteten. Dobberstein und Bunzel nutzten eine Sephadex 
LH20-Säule mit zwei verschiedene HPLC-Gradienten, was zeitaufwändiger war [Dobberstein 
und Bunzel, 2010], jedoch eine vollständige Trennung der zuletzt eluierenden FA-Monomeren 
von den zuerst eluierenden DiFAs ermöglichte.  
Die Fraktionen aus späterer Retention der semipräparativen Aufreinigung (F11–F14, F16, F26, 
F30, F31, F33–F35, ca. 17–31 min) waren mit Isomeren von TriHOME und TriHODA lipidreich, 
was auf den hohen organischen Anteil im Gradienten zurückgeführt werden kann. Da im 
vergleichbaren Retentionsbereich Di- und Trimere detektiert wurden, konnte der Gradient 
dahingehend nicht weiter angepasst werden. Der eingesetzte BSG war vor der Isolierung 
mittels Soxhlet-Extraktion entfettet und im Anschluss über drei enzymatische Behandlungen, 
gefolgt von einer alkalischen Hydrolyse weiter aufgeschlossen worden. Es kann daher davon 
ausgegangen werden, dass die freien Fettsäuren, v.a. Linolsäure, im Zuge dieser Prozessierung 
aus der Matrix freigesetzt wurden und zu Oxylipinen weiter oxidiert wurden. Aufgrund des 
ähnlichen Molekulargewichts von ca. 330 g/mol wurden sie durch die GPC nicht aus dem 
Rohisolat entfernt.  
Auffallend waren Fraktionen F3–F5, welche zwei bislang nicht identifizierte Substanzen mit 
m/z 357 und m/z 409 als Präkursorionen enthielten, wobei hinter letzterem aufgrund der 
Fragmentierung (m/z 193, 178 und 134) ein FA-Derivat vermutet wurde. Als weitere nicht 
identifizierte Substanz konnte in einem Großteil der Fraktionen (21 von 37) in teils sehr hoher 
Intensität das m/z 723,5 bei Rt =18 min detektiert werden. Im Gegensatz zu den anderen 
Fraktionen zeigte sich hier keine Abhängigkeit von beiden Aufreinigungsschritten. Weder war 
die Substanz aufgrund des recht hohen Molekulargewichtes nur in Fraktionen aus späterem 
Retentionsbereich in der GPC enthalten, noch war sie ausschließlich in Fraktionen aus dem 
entsprechenden Retentionsbereich aus der semipräparativen HPLC (entspräche Rt= 15 min) 
zu finden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass es sich um eine Verunreinigung der Säule 
oder ein Artefakt handelt, das sich während der Lyophilisierung bildete.  
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Insgesamt wurden neben den genannten, nicht zu den Oligomeren der FA gehörenden 
Substanzen neun DiFAs (sowie zwei Signale des gleichen Präkursorions mit m/z 385) und 
sieben TriFAs nachgewiesen, wobei nicht für alle in jeder Fraktion eine eindeutige 
Fragmentierung und teils lediglich die Präkursoren im MS2-Scan erkennbar waren. Diese 
demnach hypothetischen Zuordnungen sind in der Tabelle (s. Tab. 4) durch Klammern 
gekennzeichnet. Die Identifizierung und Aufklärung des tatsächlichen Isomers erfolgte mittels 
MS2-Scan in der Fraktion, welche eine hohe Signalintensität des jeweiligen Präkursorions bei 
entsprechender Rt aufwies. Die Schwankungen der Rt ergaben sich durch die Messungen an 
zwei MS-Geräten und die Nutzung zweier Säulen zwar gleichen Modells doch 
unterschiedlichen Alters und Abnutzungsgrad des Materials. DiFAs wurden bevorzugt an 
HPLC-MS-Gerät II, während TriFAs an HPLC-MS-Gerät III strukturell untersucht wurden. Die 
Verwendung des sensitiveren Gerätes III war aufgrund der geringeren Signalintensität der 
TriFAs notwendig.  
 
Tab. 4: Übersicht der in den F-Fraktionen detektierten und zugeordneten Substanzen bzw. m/z mit zugehöriger 
Retentionszeit und Fragmentierung sowie den sie enthaltenden F-Fraktionen. Kennzeichnung der mittels 
Referenzsubstanz identifizierten Komponenten (#). DiFA: Ferulasäure Dehydrodimer, FA: Ferulasäure, 
TriFA: Ferulasäure Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis, TriHODA: Trihydroxyoctadecansäure, 
TriHOMe: Trihydroxyoctadecensäure 

Substanz* Reten-
tionszeit 

[M−H]− Fragmente** enthalten in*** 

trans-FA# 11,2 193 134, 178, 149, 133, 117, 106 F1–F9, F11, F36 
cis-FA 10,5 193 F1–F8, (F9), F11, 

F36 
trans-pCA# 10,2 163 119, 93, 91, 117, 104 F1–F9, F11, F36 
cis-pCA 9,6 163 F1–F9, F11, F36 
Azelainsäure# 10,5 187 125, 187, 97, 169, 123, 143 F1–F9, F11, F36 
? 18,5–

19,3 
723,5 723,5; 677,5; 451, 226, 147 F6–F9, F11–F14, 

F16, F20, F22, F23, 
F26, F28, F31–F35, 
(F36), F37 

? 11 357 162 (F3), (F4) 
? 12,2 357 192 (F3), (F4) 
? 13,4 357 162, 178, 134, 192, 357, 148, 298, 

313, 342, 206 
F3, F4 

FA-Derivat? 11,2 409 409, 193 F3-F4 
FA-Derivat? 13,5 409  (F3), (F4) 
FA-Derivat? 14,2 409 134, 178 F5 
DiFA  
(8-8´-
(Aryltetralin)-
Isomer)  

10,7–
11,2 

385,2 282, 341, 326, 173, 267, 123, 217, 
298, 108, 158, 239  

F1–F3, (F22), F27 

DiFA  
(8-8´-Isomer) 

11,4–
11,8 

385,2 158, 159, 282, 281, 173, 123, 145, 
267 

F2–F3, F27 

DiFA  14 385,2 267, 297, 326, 282, 341, 311, 385 F3, F4, (F5), (F6), 
(F8), (F9), (F10), 
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(8-5´-Isomer) (F11), F16, (F20), 
(F23), F27, (F28) 

DiFA  
(8-5´-Isomer) 

15,5 385,2 297, 267, 341, 282, 309, 326, 385 F27, F29 

DiFA#  
(5-5´-Isomer) 

23,3–
24,2 

385,2 282, 385, 341, 326, 267, 265, 297, 
325, 370, 293, 309 

(F1), (F2), F8–F11, 
(F12), (F13), (F16), 
F23, F29, F30 

DiFA 24,5–
25,2 

385,2 341, 297, 385, 267 F9, F10, (F11), 
(F12), (F13), (F23), 
(F30) 

DiFA # 

(8-O-4´-Isomer) 
25,9–
26,6 

385,2 193, 178, 149, 134, 267, 282, 297, 
311, 326, 341, 239 

(F1), (F2), F9–F13, 
(F16), (F18), (F19), 
F23, F30, (F31) 

(DiFA ) 28,5 385, 2 nur Signal im TIC vorhanden (F2), (F12) 
DiFA  
(offenes Isomer) 

30,9 385,2 193, 385 (F12), (F13) 

(DiFA)  32,4 385,2 nur Signal im TIC vorhanden (F16) 
DiFA 35,8 -

36,5 
385,2 282, 297, 267, 189, 146, 173, 158, 

109  
F1–F3, (F22), (F37) 

TriFA (5-5´/8´-
8´´(Aryltetralin)-
Isomer) 

14 577,2 533, 489, 577, 445, 409, 365 F27 

TriFA (5-5´/8´-
8´´(Aryltetralin)-
Isomer) 

15,5 577,2 533, 489, 445, 577, 409, 365 F27 

TriFA (5-5´/8´-
8´´-Isomer) 

20 577,2 489, 577, 445, 531, 533, 559 (F27) 

TriFA  
(8-8´ 
(Aryltetralin)/4´-
O-8´´-Isomer) 

21,7 577,2 341, 577, 533, 489, 355, 193, 387, 
297, 445, 513, 559, 149, 134, 163 

F7, F28 

TriFA 23,6 577,2 577, 489, 533 F28 
TriFA (5-5´/4´-O-
8´´-Isomer) 

35,1 577,2 193, 355, 178, 149, 134, 430, 311, 
279  

F14, F16 

TriFA (8-O-4´/8´-
O-4´´-Isomer)  

40,5 577,2 193, 385, 163, 134, 148, 577 F16 

TriHOME 26,2 329,2 329, 211 F11 
TriHOME# 27,5 329,2 329, 171, 211, 229, 139, 183 F11, (F30) 
TriHOME# 28,2 329,2 329, 211, 171, 229, 139, 157, 99, 

183, 193, 201, 209, 129, 127 
F11–F14, F16, F18, 
F19, F26, F30, F32, 
F34, F35 

TriHOME 28,6 329,2 329, 171, 139, 211, 229, 157, 183, 
201, 209, 127, 99, 125, 293, 311 

F13, (F32), F33 

TriHOME 29 329,2 329, 171, 157, 139, 127, 211, 293, 
127, 99 

F13, F16, (F26), F31 

TriHOME 29,5 329,2 171, 139, 329, 157, 127 F14, (F18), (F19), 
F31 
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TriHOME 33,5 329,2 329, 211, 199, 181, 169, 129, 293, 
311 

F14, F16, (F19), F33, 
F34, (F35) 

TriHOME 35,4 329,2 329, 201, 139, 171, 311, 293  F19, F33, F34 
TriHOME 35,9 329,2 329, 171, 201, 199, 129, 139 F16, F19, F33–F35 
TriHOME 37 329,2 329, 201, 171, 139, 293, 127 F16, (F19), F33 
TriHOME 38 329,2 329,6; 199, 211, 227, 171, 169, 

129, 99 
F34, F35 

TriHOME 39 329,2 329, 211, 201, 171, 181, 311, 293, 
129 

F16 

TriHOME 34,7 329,2 329, 199, 211, 201, 181, 293, 171, 
129, 275, 311 

F14, F19, F33, F34 

TriHODA 27,8 331,2 331, 213, 295, 173, 140 (F12) 
TriHODA 28,8 331,2 331,2 313, 295, 201, 157, 143, 

187, 201, 127 
F11–F14, F16, F26, 
F30, F31, F33–F35 

TriHODA 34 331,2 331 (F33) 
TriHODA 35,4 331,2 331 (F33) 
TriHODA 36,3 331,2 331 (F33), F34 

* exaktes DiFA-Isomer anhand der massenspektrometrischen Daten postuliert 
** nach absteigender Intensität und nicht in jeder Fraktion detektiert, dargestellt sind Fragmente deren Spektren 
im Folgenden im Kapitel gezeigt sind 
*** () = nur Präkursor oder wenige Fragmente detektiert 
# Substanz mittels Referenzsubstanz identifiziert (vgl. Anhang Tab. 33) 

Die strukturelle Aufklärung einzelner DiFAs und TriFAs erfolgte mittels charakteristischer 
Fragmente. Anhand der spezifischen, diagnostischen Fragmente und im Vergleich mit 
Literaturdaten [Callipo et al., 2010] konnten sechs der neun DiFAs aufgeklärt sowie bei einem 
Isomer das Strukturelement einer offenen Form identifiziert werden. Für die TriFAs konnten 
jedoch lediglich Strukturmerkmale bestimmt und Hypothesen für die vorliegenden Strukturen 
aufgestellt werden. Neben den Fragmenten war die Retentionsfolge ein erster Hinweis zur 
Identifikation der DiFAs, welche von Callipo et al. mittels RP-HPLC wie folgt beobachtet wurde: 
8-8´-Aryltetralin < 8-8´ < 8-5´ < 5-5´< 8-5´-zyklisch < 8-O-4´-Isomer. Für jede DiFA-Struktur sind 
Stereoisomere möglich, wobei das trans-trans-Isomer das am häufigsten natürlich 
vorkommende ist, gefolgt vom cis-trans- und cis-cis-Isomer. Die zyklischen DiFAs können 
weiterhin in der syn- und anti-Form vorliegen, wobei letztere die stabilere ist [Callipo et al., 
2010]. 
Neben FA, pCA sowie Azelainsäure konnten in Fraktion F2 einige DiFAs detektiert werden 
(Abb. 15) und wurden zur Strukturaufklärung der dimeren Strukturen, welche bei 11,2; 11,8 
und 36,3 min eluierten, herangezogen.  
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Abb. 15: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F2 mit Ionenspur m/z 385; identifiziert als DiFA; 
Hauptsignale eluierten bei Rt= 11,2; 11,8 und 36,3 min. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Die DiFA (Rt= 11,2 min) wies neben den eher unspezifischen Fragmenten mit dem m/z 385 
[M−H]−, 341 (−CO2), 326 (−CO2 und −CH3-Radikal), 297 (−2x CO2), 282 (−2x CO2 und −CH3-
Radikal) und 267 (−2x CO2 und −CH2O) die für das 8-8´-Aryltetralin-Isomer charakteristischen 
Produktionen m/z 217, 173, 158, 123 und 108 auf (Abb. 16). Ein Fragmentierungsmuster 
wurde von Callipo et al. bereits postuliert (Abb. 17). Da keine Produktionen bei m/z 325, 310 
und 281 detektiert wurden, ist davon auszugehen, dass es sich beim vorliegenden Isomer um 
die stabilere anti-Form handelt [Callipo et al., 2010].  
 

 
Abb. 16: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 11,2 min; anhand der 
Literaturdaten und der Fragmente identifiziert als 8-8´-Aryltetralin-DiFA [Callipo et al. 2010]. 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 
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Abb. 17: Postuliertes Fragmentierungsmuster der 8-8´-Aryltetralin-DiFA (nach Callipo et al., 2010). 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Die DiFA (Rt= 11,8 min) wurde in deutlich geringerer Intensität detektiert, wobei für die lineare 
8-8´-DiFA spezifische Produktionen mit m/z 159 sowie 145 (Abb. 18) detektiert werden 
konnten. Deren Bildung beruht auf dem Vorliegen der konjugierten Struktur innerhalb der 
beiden aromatischen Ringe, wodurch es zur Bildung stabiler zyklischer Produktionen kommt 
(Abb. 19). Lediglich ein 8-8´-Isomer wurde in den Fraktionen identifiziert. Da die FA 
natürlicherweise v.a. in der trans-Form vorkommt, wird angenommen, dass es sich um das 
trans-trans-Isomer handelt. Dies gilt es noch zu bestätigen [Callipo et al., 2010].  
 

 
Abb. 18: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 11,8 min; anhand der 
Literaturdaten und der Fragmente identifiziert als 8-8´-DiFA [Callipo et al., 2010]. DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 
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Abb. 19: Postuliertes Fragmentierungsmuster der 8-8´-DiFA (nach Callipo et al., 2010). DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer 

 
Abb. 20: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 36,3 min; identifiziert als DiFA. 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Ein weiteres Signal des Präkursorions mit m/z 385 wurde bei Rt= 36,3 min beobachtet. 
Hauptsächlich traten die unspezifischen Produktionen bei m/z 297, 282 und 267 auf sowie die 
Fragmente beim Masse-zu-Ladungsverhältnis m/z 189, 173, 146 und 109 (Abb. 20). Das 
Produktion mit m/z 173 trat als eines der Fragmente der beiden Isomere 8-8´-DiFA und 8-8´-
Aryltetralin-DiFA auf. Allerdings ließen sich die Produktionen mit m/z 109 und 146 sowie v.a. 
189 nicht zu den genannten Strukturen zuordnen. Auffällig war die späte Retentionszeit, 
welche zum einen dafür sprach, dass es sich nicht um ein Stereoisomer der beiden DiFAs bei 
Rt= 11,2 und 11,8 min handelte. Zum anderen deutete dies darauf hin, dass die enthaltene 
DiFA nicht von Beginn an in der Fraktion F2 enthalten war, da die Fraktion im Zuge der semi-
präparativen Aufreinigung aus dem Retentionsbereich 7,5 bis 8,5 min stammte. Der Gradient 
der präparativen HPLC wurde unverändert für die analytische HPLC-Methodik angewandt, 
sodass eine Fraktion, welche bei Rt= 7,5 bis 8,5 min eluiert analytisch bei ca. 9–11 min 
detektiert werden müsste. Dies passte zu den beiden enthaltenen Isomeren bei 11,2 und 11,8 
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min, nicht jedoch zu dem Signal bei 36,3 min. Vermutlich kam es während der Lagerung bzw. 
vor der Lyophilisierung zu einer Umlagerung oder anderer Modifikation.  
 

 
Abb. 21: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F27 mit Ionenspur m/z 385; identifiziert als DiFA; Signal 
bei Rt= 13,1 und 14,5 min (Retentionszeitverschiebung von HPLC-MS II auf HPLC-MS III; 13,1 min entspricht 14 
min 14,5 min entspricht 15,3 min bei HPLC-MS II). DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Die Strukturen der DiFAs bei Rt= 13,1 und 14,5 min konnten anhand der HPLC-ESI--MS/MS-
Untersuchung in Fraktion F27 aufgeklärt werden. Neben den Signalen bei Rt= 11,2 und 11,8 
min konnte mit hoher Signalintensität die DiFA bei Rt= 13,1 min sowie etwas kleiner ein Signal 
bei Rt= 14,5 min detektiert werden (Abb. 21). Hervorzuheben ist die verschobene Rt um ca. 1 
min, welche wiederkehrend am HPLC-MS-Gerät III im Vergleich zu HPLC-MS-System I und II 
beobachtet wurde trotz gleicher Methodik.  

 
Abb. 22: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 13,1 min; anhand der 
Literaturdaten und der Fragmente identifiziert als 8-5´-DiFA [Callipo et al., 2010]. DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Anhand der Literaturdaten konnte die DiFA bei 13,1 min als 8-5´-Isomer identifiziert werden 
[Callipo et al., 2010]. Neben den unspezifischen Fragmenten konnten, wie in der Literatur 
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beschrieben, die Produktionen m/z 323 und 308 (Abb. 22) detektiert werden, deren Bildung 
auf das in Abb. 23 dargestellte Fragmentierungsschema zurückgeführt werden können. 
Aufgrund des natürlichen Vorkommens handelt es sich vermutlich um das trans-trans-Isomer, 
was gestützt wird durch die Abwesenheit des Produktions mit m/z 309, welches für das cis-
trans-Isomer sprechen würde. 
 

 
Abb. 23: Postuliertes Fragmentierungsmuster der 8-5´-DiFA; Mechanismus der Ringbildung von m/z 267 zu m/z 
239 dargestellt (nach Callipo et al., 2010). DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

 
Abb. 24: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 14,5 min; anhand der 
Literaturdaten und der Fragmente identifiziert als 8-5´-DiFA [Callipo et al., 2010]. DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 
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Mit deutlich geringerer Intensität wurde ein weiteres Signal bei Rt= 14,5 min beobachtet, 
welches aufgrund seiner Produktionen und der ähnlichen Rt ebenfalls als 8-5´-DiFA 
identifiziert wurde. Neben dem Produktion m/z 311 wurde zusätzlich ein Produktion bei m/z 
309 detektiert(Abb. 24), welches von Callipo et al. als charakteristisch für das cis-trans-Isomer 
beschrieben wurde und durch eine Methanolabspaltung eines intermediär gebildeten 
phenolischen Lactons nach CO2-Verlust (44 Da) entsteht [Callipo et al., 2010]. 
Als weitere DiFA konnte in Fraktion F8 ein 5-5´-Isomer bei Rt= 23,6 min identifiziert werden 
(Abb. 25), welche zusätzlich zum Literaturvergleich mit einer Referenzsubstanz bestätigt 
wurde. 
 

 
Abb. 25: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F8 mit Ionenspur m/z 385; identifiziert als DiFA; Signal 
bei Rt= 23,6 min. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Auffällig war bei dieser DiFA die große Stabilität des Präkursorions [M−H]− des Masse-zu-
Ladungsverhältnisses m/z 385, welche von Callipo et al. nicht für die 5-5´-DiFA beschrieben 
worden war. Allerdings sprach die Retentionsfolge für dieses Isomer, welches schließlich 
anhand einer Referenzsubstanz (Rt=23,5 min, s. Abb. 26 b und Anhang Tab. 33); 
freundlicherweise zur Verfügung gestellt vom KIT; Prof. Dr. Mirko Bunzel) eindeutig 
identifiziert wurde. Die Intensitäts-Verteilung der Produktionen war leicht abweichend, was 
jedoch auf die generell geringere Intensität der Referenzsubstanz zurückgeführt werden kann. 
Größtenteils wurden unspezifische d.h. nicht diagnostische Produktionen mit m/z 370 (−CH3-
Radikal), 341, 326, 297, 267 und 282 detektiert (Abb. 26), was sich wiederum mit den 
Literaturdaten von Callipo et al. sowie Bento-Silva et al. deckte [Callipo et al., 2010; Bento-
Silva et al., 2020]. Das postulierte Fragmentierungsmuster ist dargestellt in Abb. 27.  
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Abb. 26: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 23,6 min (a) sowie der 
Referenzsubstanz (b); anhand der Literaturdaten und der Fragmente sowie ferner mittels Referenzsubstanz 
identifiziert als 5-5´-DiFA [Callipo et al., 2010]. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 

 
Abb. 27: Postuliertes Fragmentierungsmuster der 5-5´-DiFA (nach Callipo et al., 2010). 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Die Folgefraktion F9 enthielt neben dem bereits diskutierten Isomer bei Rt= 23,5 min zwei 
weitere DiFAs bei Rt= 24,7 und 26,5 min (Abb. 28) wobei letzteres strukturell in F10 aufgeklärt 
wurde. Das Dimer bei Rt= 24,7 min coeluierte mit der DiFA bei Rt= 23,5 min und war lediglich 
mit geringer Signalintensität vertreten. 
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Abb. 28: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F9 mit Ionenspur m/z 385; identifiziert als DiFA; Signal 
bei Rt= 23,5; 24,7 und 26,5 min. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer  

Die vergleichbare Rt sowie die hohe Stabilität des Präkursorions mit m/z 385 (Abb. 29) ließ das 
Auftreten des Stereoisomers der 5-5´-DiFA vermuten. 

 
Abb. 29: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385; identifiziert als DiFA; Signals bei Rt= 24,7 min. 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Zur Aufklärung des DiFA-Isomers bei Rt= 26,6 min wurde Fraktion F10 genutzt, welche neben 
den identifizierten 5-5´-Isomeren bei Rt= 23,5 und 24,9 min ein starkes Signal bei Rt= 26,6 min 
aufwies (Abb. 30).  



 

144 
 

 

Abb. 30: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F10 mit Ionenspur m/z 385; identifiziert als DiFA; 
Signale bei Rt= 23,5; 24,9 und 26,6 min. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis, Rt: 
Retentionszeit 

Das Isomer bei Rt= 26,6 min konnte anhand seiner charakteristischen Produktionen (Abb. 
31  a) bei m/z 193, 178, 149, 134, welche denen der FA entsprechen, sowie anhand einer 
Referenzsubstanz (freundlicherweise zur Verfügung gestellt vom KIT; Prof. Dr. Mirko Bunzel; 
vgl. s. Anhang Tab. 33 und Abb. 31 b) als eine 8-O-4´-DiFA identifiziert werden. Diese wird in 
der Literatur als sogenannte offene Form bezeichnet. Die Referenzsubstanz fragmentierte 
lediglich zu den Produktionen von m/z 193, 178, 149, 134. Neben diesen Signalen wurden 
hingegen bei Fraktion F10 bei Rt=26,6 min auch die weniger diagnostischen Signale von m/z 
267, 282, 326, 341 und 385 festgestellt. Dies könnte möglicherweise aufgrund der insgesamt 
höheren Signalintensität der Fraktion gegenüber der Referenzsubstanz beobachtet worden 
sein. Das Produktion bei m/z 193 ist charakteristisch für das Vorhandensein einer C-O-Bindung 
innerhalb der DiFAs und TriFAs, da es nur durch deren Bruch entstehen und bei den C-C-
verknüpften DiFAs und TriFAs nicht auftreten kann. Das 8-O-4´-Isomer kann in vier 
Stereoisomeren vorliegen, wobei die trans-trans-Form mit Abstand die häufigste ist [Bento-
Silva et al., 2020; Callipo et al., 2010].  

  

Abb. 31: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 26,6 (a) sowie der 
Referenzsubstanz (b) min anhand der Literaturdaten und der Fragmente sowie ferner mittels Referenzsubstanz 
identifiziert als 8-O-4´-DiFA [Callipo et al., 2010]. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 
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Die spezifischen Produktionen bei m/z 193, 178, 149 und 134 sind der FA zuzuordnen und 
können anhand des folgenden Schemas erklärt werden (s. Abb. 32). Sie sind charakteristisch 
für eine in der DiFA-Struktur enthaltene C-O-Bindung [Callipo et al., 2010]. Nach der 
Abspaltung einer Carboxylgruppe kommt es zum Bruch an der Etherbindung und FA (m/z 193) 
entsteht als eines der Hauptfragmente, welche anschließend weiter fragmentiert unter 
Abspaltung von CO2 (m/z 149) oder einem Methylradikal (m/z 178) bzw. beidem (m/z 134).  

 
Abb. 32: Postuliertes Fragmentierungsmuster der 8-O-4´-DiFA (nach Callipo et al., 2010). 
DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Mit sehr geringen Signalintensitäten waren in F12 zwei weitere Signale des Präkursorions 
m/z 385 bei Rt= 28,5 und 30,9 min enthalten (Abb. 33). Allerdings war die Intensität für eine 
aussagekräftige Fragmentierung v.a. für das Signal bei 28,5 min zu gering, sodass diese 
Struktur im Rahmen der Arbeit nicht aufgeklärt werden konnte. Es kann aufgrund der Rt und 
des Präkursorions angenommen werden, dass es sich um eine DiFA handelt, was allerdings 
mittels Aufkonzentrierung oder sensitiver Methodik verifiziert werden müsste.  
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Abb. 33: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F12 mit Ionenspur m/z 385; Signal bei Rt= 23,5; 24,7; 
26,7; 28,5 und 30,9 min DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Auch die DiFA bei Rt= 30,9 min war nur mit sehr geringer Intensität zu finden und lediglich das 
Präkursorion bei m/z 385 und ein Fragment mit m/z 193 wurden detektiert (Abb. 34). 
Letzteres lässt sich vermutlich auf die FA zurückführen wie für die 8-O-4´-DiFAs (Abb. 32) 
beschrieben. Daher ist bei diesem DiFA-Isomer davon auszugehen, dass eine C-O-Verbindung 
vorliegt, welches auf ein weiteres Stereoisomer der 8-O-4´-DiFA hindeutet. Allerdings sind 
andere DiFA-Strukturen mit C-O-Verbindung in der Literatur beschrieben wie die 4-O-5´- DiFA, 
sodass eine eindeutige Aussage nur mittels weiterer Fragmente oder alternativer Methoden 
wie bspw. NMR-Spektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance) getroffen werden kann 
[Bento-Silva et al., 2020].  
 

 

Abb. 34: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 385 des Signals bei Rt= 30,9 min; aufgrund des 
Fragmentions bei m/z 193 als offene DiFA angenommen. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 

Als letztes Signal des Präkursorions mit m/z 385 trat ein Signal bei Rt= 32,5 min auf, welches 
in Fraktion F16 erkennbar war (Abb. 35). Doch wie für die (angenommenen) DiFA-Signale bei 
Rt= 28,5 und 30,9 min war die Signalintensität zu schwach, um eine aussagekräftige 
Fragmentierung zu erhalten und eine DiFA lediglich vermutet werden kann. Die Struktur blieb 
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im Rahmen der Arbeit ungeklärt. Weitere Signale waren im Bereich von Rt= 40 min erkennbar. 
Allerdings wies lediglich das Signal bei Rt= 40,5 min Produktionen auf, die für eine DiFA 
sprachen. Im weiteren Verlauf durchgeführte Analysen der TriFAs zeigten jedoch, dass hier 
eine insource-Fragmentierung aufgetreten sein musste, da bei der gleichen Rt eine TriFA 
nachgewiesen werden konnte, welche sowohl zum Produktion bei m/z 385 als auch zu 
Produktion bei m/z 193 fragmentierte. Das Signal bei 40,5 min wurde daher nicht als DiFA-
Signal betrachtet. Zudem zeigt sich in Fraktion F16, dass möglicherweise nach der 
präparativen Aufreinigung Umlagerungen von DiFA-Strukturen stattfanden, da die Fraktion 
aus einem Retentionsbereich innerhalb der präparativen Aufreinigung von ca. 29–31 min 
stammte, was bei der analytischen Chromatographie ca. 34–38 min entsprach. So trat die 
5-5´-DiFA bei Rt= 23,6 min mit fast höchster Signalintensität aller DiFA-Signale auf, obwohl 
diese aufgrund der Fraktionierung nicht enthalten sein sollte. Nach der präparativen Trennung 
wurden die erhaltenen Fraktionen mittels Vakuumzentrifugation aufkonzentriert, wodurch 
auch die Säurekonzentration stieg. Weiterhin erfolgte die Aufkonzentrierung bei einer 
Temperatur von 40 °C, wodurch Umlagerungen möglich erscheinen. Bei hoher Temperatur 
wurden im Rahmen alkalischer Hydrolysen Pyrolysen von Benzyl-Phenylethern beschrieben. 
Mechanismen über Phenoxy- und Benzylradikal-Bildung und deren Wiederverknüpfung 
führten u.a. zur Bildung einer C-C-Bindung im Benzyl-Phenol [Roberts et al., 2010]. Dies lässt 
sich bezüglich des Mechanismus übertragen auf eine potenzielle Umlagerung von 4-O-5´-DiFA 
zu 5-5´-DiFA. Da die Signale bei Rt= 28,5; 30,5 und 32,5 min nicht eindeutig einem Isomer 
zugeordnet werden konnten und lediglich beim zweiten Signal eine offene DiFA-Struktur 
vermutet wurde, könnte eine Umlagerung von einer 4-O-5´-DiFA möglich sein. Es handelt sich 
jedoch um eine Hypothese, welche mittels aussagekräftiger Fragmentierung geprüft werden 
muss.  

 
Abb. 35: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F16 mit Ionenspur m/z 385; Signal bei Rt= 14; 23,7; 
26,7 und 32,5 min. DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer 

Die Strukturaufklärung der enthaltenen sieben TriFAs erwies sich als komplexer und konnte 
größtenteils nicht eindeutig aufgeklärt werden. Dies war v.a. der deutlich geringeren 
Signalintensität der TriFAs (Präkursorion mit m/z 577) im Vergleich zu der der DiFAs 
geschuldet. In Gerste wurden TriFA- und DiFA-Gehalte von Jilek und Bunzel bestimmt. Sie 
beschrieben einen TriFA-Gehalt von 24 µg/g Vollkorngerstenmehl im Vergleich zum DiFA-
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Gehalt von 332 µg/g weshalb die niedrige Signalintensität in unseren Studien womöglich an 
dem niedrigen Gehalt liegen könnte. Deren verwendete Extraktionsmethodik des alkalischen 
Aufschlusses gefolgt von einer EtOAc-Extraktion war vergleichbar mit der hier angewandten 
Aufarbeitung. Zudem verwendeten sie Gerste als Ausgangsmaterial was BSG als Rohstoff 
hinsichtlich der Arabinoxylan-Zellwandstruktur ähnlich ist. Demnach eigneten sich die Daten 
von Jilek und Bunzel als Grundlage, um mögliche TriFA-Strukturen in BSG aufzuklären. Die in 
Gerste enthaltenen TriFAs setzten sich zusammen aus 15 % 8-5´/8´-O-4´´-Isomer, 14 % 5-5´/8´-
5´´-Isomer, 15 % 8-8-´(Aryltetralin)/4´-O-8´´-Isomer, 27 % 5-5´/8´-O-4´´-Isomer und 29 % 8-O-
4´-/8´-O-4´´-Isomer. Sie verwendeten im Rahmen ihrer HPLC-Analytik eine Phenyl-Hexyl-
Säule, welche der der im Rahmen der Arbeit verwendeten Säule hinsichtlich ihres Materials 
sehr ähnlich ist. Daher kann die Retentionsfolge der TriFAs als Indiz zur Strukturaufklärung 
herangezogen werden [Bunzel und Jilek, 2013]. Eine der genannten TriFAs, das 5-5´/8´-O-4´´-
Isomer, wurde bereits in BSG identifiziert [Moreira et al., 2012].  
Neben den Daten von Bunzel und Jilek konnten weitere Studien von Bento-Silva et al. zum 
Vergleich mit unseren Daten herangezogen werden. Sie beschrieben auftretende 
Produktionen – wie zuvor für die DiFAs – nach einfachem (m/z 533) oder doppeltem (m/z 489) 
CO2-Verlust des Präkursorions [M−H]− bei m/z 577. Das Produktion bei m/z 193 ermöglichte 
innerhalb der Gruppe der TriFAs eine strukturelle Zuordnung. Es deutete auf das 
Vorhandensein einer C-O-Bindung hin, welche ebenfalls für DiFA-Strukturen nachgewiesen 
wurden. Zudem wurden einige der für die DiFAs detektierten Produktionen detektiert. So 
waren u.a. die Masse-zu-Ladungsverhältnisse m/z 385 (−FA vom Präkursorion bei m/z 577), 
341 (−CO2 des Produktions bei m/z 385), 311 (−CO2 und −CH2O vom Produktion bei m/z 385), 
326 (−CO2 und −CH3-Radikal vom Produktion bei m/z 385), oder 297 (−2x CO2 vom Produktion 
bei m/z 385) bestimmt worden [Bento-Silva et al., 2020]. 
Fraktion F27 enthielt insgesamt vier TriFAs bei Rt= 14,1; 15,3; 20,0 und 40,5 min (Abb. 36) Die 
trimeren Strukturen bei 20,0 und 40,5 min sind jedoch vermutlich nicht natürlicherweise von 
Beginn an enthalten. Fraktion F27 stammte im Zuge der präparativen Aufreinigung aus einem 
Retentionsbereich von 9–11,5 min. Da der Gradient und die Säule für die analytische HPLC 
übernommen wurden, sollten nur Substanzen enthalten sein, die einem Retentionsbereich 
von ca. 12–14,5 min entsprechen. Daher wurde von einer Umlagerung ausgegangen, wobei 
die Strukturaufklärung der spät eluierenden TriFA bei Rt= 40,5 min in Fraktion F16 erfolgte.  
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Abb. 36: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F27 mit Ionenspur m/z 577; identifiziert als TriFA; 
Signal bei Rt= 14,1; 15,3; 20,0 und 40,5 min. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer 

Die drei trimeren Strukturen (Rt= 14,1; 15,3 und 20,0 min) des Präkursorions bei m/z 577 
wiesen ein ähnliches Fragmentierungsmuster auf, wobei für alle drei Strukturen aufgrund des 
fehlenden Fragments bei m/z 193 eine C-O-Bindung innerhalb der Struktur ausgeschlossen 
wurde und von reinen C-C-Verknüpfungen innerhalb der drei verbundenen FAs ausgegangen 
wurde. Waterstraat und Bunzel beschrieben 2018 zwei TriFAs (5-5´/8´-8´´-Aryltetralin-TriFA 
und 5-5´/8´-8´´-TriFA), welche keine C-O-Bindung aufwiesen, jedoch natürlich in Weizen, 
Zuckerrübe, Amaranth und Mais als Teil der pflanzlichen Zellwand erfasst wurden. Ein 
Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Masse-zu-Ladungsverhältnisse mit den 
Daten von Waterstraat und Bunzel wies strukturentscheidende Gemeinsamkeiten auf. So 
zeigten sich bei dem Präkursorion mit m/z 577 bei Rt= 14,1 min mit Produktionen bei m/z 533, 
489, 445, 577, 409, und 365 (Abb. 37) die gleichen Fragmente wie bei 5-5´/8´-8´´(Aryltetralin)-
TriFA [Waterstraat und Bunzel, 2018]. Eine Aussage über die Stereoisomerie ist anhand der 
vorliegenden Daten nicht möglich. Als Produktionen waren neben der einfachen (m/z 533) 
und zweifachen (m/z 489) CO2-Abspaltung das m/z 365 detektierbar, welches analog der 
8-8´-Aryltetralin-DiFA durch Spaltung der C(8)-C(8´)-Bindung und Verlust des Phenolderivates 
entsteht (Abb. 37).  
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Abb. 37: ESI−-MS2-Spektrum (enhanced product ion scan) des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 14,1 
min; anhand der Literaturdaten identifiziert als 5-5´/8´-8´´(Aryltetralin)-TriFA; dargestellt sind die vermuteten 
Hauptfragmente [Bento-Silva et al., 2020; Bunzel und Jilek, 2013; Waterstraat und Bunzel, 2018]. 
TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Die TriFA bei Rt= 15,3 min wies ein vergleichbares Fragmentierungsmuster auf (Abb. 38), 
weshalb es sich hierbei um ein Stereoisomer der 5-5´/8´-8´´(Aryltetralin)-TriFA handeln 
könnte. Allerdings war die Signalintensität geringer als bei der zuvor eluierenden TriFA 
(Rt=14,1 min), weshalb die Fragmentierung nicht eindeutig war und es sich demnach lediglich 
um eine Hypothese zur Struktur handelt. 

 
Abb. 38: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 15,3 min; anhand der 
Literaturdaten identifiziert als 5-5´/8´-8´´(Aryltetralin)-TriFA [Bento-Silva et al., 2020; Bunzel und Jilek, 2013; 
Waterstraat und Bunzel, 2018]. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Ebenso konnte die Struktur der bei Rt= 20,0 min eluierenden TriFA aufgrund geringer 
Signalintensität nicht eindeutig zugeordnet werden. Hier war auffällig, dass das Produktion 
bei m/z 533 nicht mehr als Hauptfragment wie bei den TriFAs bei Rt= 14,1 und 15,3 min auftrat, 
sondern höhere Signalintensitäten für die Produktionen bei m/z 445 und 489 auftraten (Abb. 
39). Dies wurde von Waterstraat und Bunzel beschrieben [Waterstraat und Bunzel, 2018] und 
sprach für die nicht zyklische 5-5´/8´-8´´-TriFA. Jedoch konnten die weiteren 
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charakteristischen Produktionen bei m/z 413, 415 und 294 nicht detektiert werden, weshalb 
die vorgeschlagene Struktur eine Vermutung bleibt.  

 
Abb. 39: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 20,0 min; anhand der 
Literaturdaten identifiziert als 5-5´/8´-8´´-TriFA [Bento-Silva et al., 2020; Bunzel und Jilek, 2013; Waterstraat und 
Bunzel, 2018]. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Weitere TriFAs wurden im Retentionsbereich von 21–23 min erfasst, wobei ein deutliches 
Signal bei Rt= 21,7 min in Fraktion F7 festgestellt wurde (Abb. 40).  
 

 
Abb. 40: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F7 mit Ionenspur m/z 577; identifiziert als TriFA; Signal 
bei Rt= 21,7 min. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer 

Die TriFA bei Rt=21,7 min wies Produktionen in hoher Signalintensität auf, was eine 
Strukturaufklärung zuließ. Neben den unspezifischen Produktionen bei m/z 577, 533 und 489 
entstand als Hauptproduktion das Fragment mit m/z 341. Mit geringerer Signalintensität 
wurden die Masse-zu-Ladungsverhältnisse m/z 193, 355 und 311 detektiert, welche auf das 
Vorhandensein einer C-O-Bindung hinweisen (Abb. 41). Durch die Spaltung der C-O-Bindung 
entsteht wie bei 8-O-4´-DiFA ein FA-Fragment (m/z 193). Nach der Spaltung der Etherbindung 
kann es zum Verlust einer CH2O (−30 Da)- bzw. CO2(−44 Da)- Gruppe oder beidem gemeinsam 
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(−74 Da) kommen, wodurch die Produktionen bei m/z 355, 341 und 311 erklärt werden 
können. Auch ein zweifacher CO2-Verlust (m/z 297) vom Produktion bei m/z 385 wurde 
detektiert. Bento-Silva et al. werteten dies als Hinweis für das Vorhandensein der 8-8´-
Aryltetralin-DiFA. Aufgrund der Retentionsfolge und des signalintensivsten Produktions bei 
m/z 341, wie beschrieben von Bento-Silva et al., wurde das TriFA-Isomer bei Rt= 21,7 min als 
8-8-´(Aryltetralin)/4´-O-8´´-TriFA postuliert [Bento-Silva et al., 2020].  

  
Abb. 41: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 21,7 min; anhand der 
Literaturdaten als 8-8-´(Aryltetralin)/4´-O-8´´-TriFA angenommen; dargestellt sind die charakteristische Spaltung 
der C-O-Bindung mit Folgefragmenten [Waterstraat und Bunzel, 2018; Bunzel und Jilek, 2013; Bento-Silva et al., 
2020]. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Eine weitere TriFA eluierte bei Rt= 23,6 min und war v.a. in Fraktion F28 enthalten, welche 
zusätzlich die strukturell identifizierte TriFA (Rt= 21,7) min aufwies (Abb. 42).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 42: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F28 mit Ionenspur m/z 577; identifiziert als TriFA; 
Signal bei Rt= 21,7 und 23,6 min. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer 

Im Gegensatz zu der vorherigen TriFA (Rt=21,7 min) konnte keine aussagekräftige 
Fragmentierung erreicht werden und da keine Reinsubstanzen zur Verfügung standen, war 
keine Optimierung der Geräteparameter möglich. Es konnten lediglich unspezifische 
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Produktionen bei m/z 577, 533 und 489 sowie ein nicht strukturell aufgeklärtes Produktion 
bei m/z 289 detektiert werden. Da zusätzlich keine Fragmente, welche für eine C-O-Bindung 
sprechen (m/z 385, 193, 355), detektiert wurden, wurde zumindest dieses Strukturelement 
ausgeschlossen. Weitere Aussagen zur Struktur sind allerdings anhand der Fragmentierung 
nicht möglich.  

 
Abb. 43: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 23,6 min, angenommen als TriFA. 
TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Ein weiteres Signal beim Präkursorion des Masse-zu-Ladungsverhältnisses der TriFAs mit 
m/z 577 wurde bei Rt= 35,1 min in Fraktion F14 detektiert (Abb. 44). 
 

 
Abb. 44: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F14 mit Ionenspur m/z 577; identifiziert als TriFA; 
Signal bei Rt= 35,1 min. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer 

Das Fragmentierungsmuster wies erneut auf das Strukturelement einer C-O-Bindung hin, da 
die hierfür charakteristischen Hauptproduktionen der Masse-zu-Ladungsverhältnisse m/z 193 
gefolgt von m/z 355 nachgewiesen wurden (Abb. 45). Mit geringerer Intensität entstanden 
zudem die Produktionen bei m/z 311 und 297, welche wie beschrieben einem Verlust von 
CH2O (−30 Da) und CO2 (−44 Da) bzw. zweifachem CO2-Verlust des Produktions von m/z 385 
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entsprachen. Im Gegensatz zur TriFA bei Rt= 21,7 min war hier jedoch das Fragment m/z 385 
nicht detektierbar. Anhand der Fragmentierung und der Literaturdaten von Bento-Silva et al. 
wurde das Isomer als 8-5´/4´-O-8´´-TriFA oder 5-5´/4´-O-8´´-TriFA beschrieben [Bento-Silva et 
al., 2020]. Bezieht man die Ergebnisse von Bunzel und Jilek ein, so lässt sich vermuten, dass es 
sich um das 5-5´/4´-O-8´´-Isomer handelt. Dies kann basierend auf dem Retentionszeitpunkt 
und von der in Gersten enthaltener Menge (27 % der Gesamtmenge an TriFAs) als das 
wahrscheinlichere Isomer angenommen werden [Bunzel und Jilek, 2013]. Diese Hypothese 
muss mit weiteren MS-Messungen sowie NMR-Messungen bestätigt werden.  

 
Abb. 45: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 35,1 min; anhand der 
Literaturdaten als 5-5´/4´-O-8´´-TriFA angenommen [Waterstraat und Bunzel, 2018; Bunzel und Jilek, 2013; 
Bento-Silva et al., 2020]. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Ein weiteres TriFA-Isomer eluierte bei Rt= 40,5 min und konnte in Fraktion F16 charakterisiert 
werden (Abb. 46).   

 
Abb. 46: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F16 mit Ionenspur m/z 577; identifiziert als TriFA; 
Signal bei Rt= 40,5 min. TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer 

Die späte Rt sowie das signalintensivste Produktion von m/z 193 gefolgt vom Präkursorion bei 
m/z 577, dem Produktion m/z 385 und den charakteristischen Fragmenten der FA-
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Fragmentierung m/z 178, 149 und 134 (Abb. 47) [Callipo et al., 2010] bekräftigten das 
Vorliegen einer zweifach offenen Form wie der 8-O-4´/8´-O-4´´-TriFA. Dies wurde von Bento-
Silva et al. beschrieben und wurde von Bunzel und Jilek als häufigstes Trimer in alkalisch 
aufgeschlossener Gerste publiziert [Bunzel und Jilek, 2013; Bento-Silva et al., 2020]. 

 
Abb. 47: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 577 des Signals bei Rt= 40,5 min; anhand der 
Literaturdaten als 8-O-4´/8´-O-4´´-TriFA angenommen; charakteristische Spaltung der C-O-Bindung an zwei 
Positionen möglich [Waterstraat und Bunzel, 2018; Bunzel und Jilek, 2013; Bento-Silva et al., 2020]. 
TriFA:  Ferulasäure-Dehydrotrimer, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

Neben di- und trimeren FA-Derivaten fanden sich Oxylipine in den Fraktionen, wobei es sich 
um oxidierte Linolsäurederivate, verschiedene Isomere der TriHOMe (Abb. 48) und TriHODA 
(Abb. 52) handelte.  

 
Abb. 48: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F16 mit Ionenspur m/z 329; identifiziert als TriHOMe; 
Signale bei Rt= 28,0; 29,1; 32,9; 34,0; 35,1; 35,7; 36,5; 37,0 und 39,1 min. TriHOMe: Trihydroxyoctadecensäure 

Die verschiedene Isomere wiesen eine gemeinsame Grundstruktur mit einer vergleichbaren 
Fragmentierung (m/z 329, 229, 211, 171, 139) auf. Dabei traten einerseits Unterschiede in der 
jeweiligen Signalintensität der Produktionen auf und andererseits teilweise verschiedene 
Fragmente. So unterschieden sich bspw. das Signal bei Rt= 28,0 min vom Signal bei Rt= bei 36,9 
min in der Intensität des Präkursorions mit m/z 329. Zudem fanden sich bei der Substanz bei 
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Rt= 36,9 min (Abb. 50) zusätzliche Produktionen der Masse-zu-Ladungsverhältnisse m/z 129, 
199, 201, 293 und 311, wobei beim Signal bei Rt= von 28,0 min (Abb. 49) zusätzlich die 
Produktionen von m/z 127, 155 und 183 auftraten. Dies war zurückzuführen auf die 
Grundstruktur der verschiedenen TriHOMe-Isomere, die sich durch die Position der 
Doppelbindung bzw. der Anzahl der Hydroxygruppen vor und nach der Doppelbindung 
definierte. Die Produktionen bei m/z 311, 293 und 211 lassen sich erklären über 
Wasserabspaltung an der Carboxylgruppe (für m/z 311) mit anschließender zweiter 
Wasserabspaltung unter Epoxidbildung (für m/z 293) oder Wasserabspaltung an der 
Carboxylgruppe vom Produktion m/z 229 (für m/z 211).  

 
Abb. 49: ESI−-MS2-Spektrum vom Präkursorion mit m/z 329 des Signals bei Rt= 28,0 min. m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 

 

Abb. 50: ESI−-MS2-Spektrum vom Präkursorion mit m/z 329 des Signals bei Rt= 36,9 min. m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 

Einen Hinweis darauf, wie viele Hydroxygruppen sich vor bzw. nach der Doppelbindung 
befinden und damit, ob eine 9,10,13- oder eine 9,12,13-TriHOMe vorliegt, geben die 
Fragmente m/z 127 bzw. 129, welche im MRM-Modus untersucht wurden (Abb. 51) [Martin-
Arjol et al., 2010]. Da die einzelnen Isomere teilweise nicht vollständig chromatographisch 
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aufgetrennt wurden, sind bei einigen Isomeren aufgrund der Coelution beide Übergänge 
innerhalb des Signals erkennbar. Doch lassen sich die Signale bei Rt= 28,3; 28,9; 29, 4; 35,6 
und 37,4 min einem TriHOMe-Isomer mit zwei Hydroxygruppen vor der Doppelbindung (u.a. 
9,10,13-TriHOMe) und die Signale bei Rt= 33,2; 34,5 und 36,9 einem Isomer mit zwei 
Hydroxygruppen nach der Doppelbindung (u.a. 9,12,13-TriHOMe) zuordnen. Die genauen 
Positionen der Hydroxygruppen sind nicht aus den Produktionen ableitbar, können aber 
anhand der Oxidationsprozesse von Linolsäure an Position C(9), C(10), C(12) und C(13) 
angenommen werden. Entsprechende Strukturen wurden bereits in Bier nachgewiesen 
[Esterbauer und Schauenstein, 1977].  
 

  

Abb. 51: HPLC-ESI−-MS-Chromatogramm der Fraktion F19 zur Differenzierung der TriHOMe-Isomere; MRM-
Modus: Übergang m/z 329/127 und m/z 329/129. TriHOMe: Trihydroxyoctadecensäure, m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis, MRM: multiple reaction monitoring 

Zusätzlich zu den TriHOMes wurden Signale des Masse-zu-Ladungsverhältnisses m/z 331 
detektiert, welche Präkursorionen der TriHODA darstellen könnten. Das Signal bei 
Rt= 28,7 min (Abb. 52 und Abb. 53) konnte anhand der Fragmentierung zugeordnet werden. 
Analog zu den TriHOMe-Isomeren, wurde das Produktion mit m/z 313 einer 
Wasserabspaltung an der Carboxylgruppe zugeordnet. Das Produktion des m/z 127 weist auf 
die Hydroxygruppenposition C(9) und C(10) hin. Die Position der dritten Gruppe konnte nicht 
eindeutig bestimmt werden. Ausgehend von den TriHOMe-Isomeren kann anhand der 
natürlicherweise vorkommenden Isomere von C (13) ausgegangen werden [Chen et al., 2016], 
doch andere Positionen wie bspw. C (18) sind möglich [Bhunia et al., 2018].  
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Abb. 52: HPLC-ESI−-MS/MS-Chromatogramm der Fraktion F16 mit Ionenspur m/z 331; identifiziert als TriHODA; 
Signal bei Rt= 28,7 min. TriHODA: Trihydroxyoctadecansäure 

 

Abb. 53: ESI−-MS2-Spektrum des Präkursorions mit m/z 331 des Signals bei Rt= 28,7 min. m/z: Masse-zu-
Ladungsverhältnis 

4.4.3 Einfluss der F-Fraktionen auf α-Glucosidase 
Die erhaltenen F-Fraktionen wurden bei ausreichender Ausbeute im zellfreien 
in vitro-α-Glucosidase-Inhibitionsassay auf ihr inhibitorisches Potential untersucht, um 
Rückschlüsse auf den Beitrag der DiFAs in den hemmenden HE- und HA-Extrakten zu 
ermöglichen (vgl. Kapitel 4.1.). Entsprechende Zusammenhänge werden in Kapitel 5 im Detail 
diskutiert.  
So wurden 32 der 37 Fraktionen mit Ausnahme von F15, F17, F21, F24, F25 im Inhibitionsassay 
untersucht (n=2-4) und anhand ihrer Inhibition in drei Kategorien (s. Tab. 5) unterteilt. In der 
höchsten untersuchten Konzentration (210 µg/mL) wiesen 20 von 32 Fraktionen keinen bis 
schwach inhibierenden Effekt (< 10 % Inhibition) auf das Enzym und acht von 32 Fraktionen 
inhibierten die α-Glucosidase moderat (10–40 %). Vier Fraktionen erwiesen sich als potente 
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Inhibitoren (Inhibition > 40 %), wobei aufgrund geringer Ausbeute der Fraktionen nur für F26 
ein IC50-Wert von 118,6 ± 9,6 µg/mL bestimmt werden konnte.  
Alle starken Inhibitoren enthielten als Inhaltsstoffe Oxylipine sowie fast alle die nicht 
identifizierte Substanz des m/z 723,5, welche aufgrund ihres Auftretens in zahlreichen 
Fraktionen und, unabhängig der chromatographischen präparativen Trennungen, als Artefakt 
während des Lyophilisierungsprozesses angenommen wurde. Da die Struktur des m/z im 
Rahmen der Arbeit nicht aufgeklärt werden konnte, sind Rückschlüsse hinsichtlich dessen 
inhibitorischen Potentials schwierig.  
Zusätzlich waren in F18–F20 je eine DiFA (8-O-4´-Isomer in F18 und F19, 8-5´-Isomer in F20) 
enthalten (vgl. S. 133 Tab. 4). Allerdings waren die genannten Inhaltsstoffe (Oxylipine, DiFAs 
sowie die unidentifizierte Struktur mit m/z 723,5) auch in anderen Fraktionen enthalten, 
welche sich nicht als effektive Inhibitoren erwiesen. Da keine Quantifizierung der einzelnen 
Inhaltsstoffe in den Fraktionen vorgenommen werden konnte, ist eine Korrelation der 
Ergebnisse mit enthaltenen Inhaltsstoffen und deren Gehalte nicht möglich. Daher konnte(n) 
die aktive(n) Komponente(n) nicht identifiziert werden. Möglicherweise sollte in Betracht 
gezogen werden, dass hohe Gehalte an Lipiden auch zu Denaturierung von Proteinen führen 
können, was für Proteine aus Ei durch Fettsäuren bereits beschrieben ist [Bull und Breese, 
1967]. Auch eine Denaturierung der Enzyme würde im Inhibitionsassay zu einer 
Aktivitätsminderung führen, welche jedoch nicht auf eine Inhibition zurückgeführt wird. So 
führten Lipid-Hydroperoxide bzw. deren reaktive Radikale zu Enzym-Inaktivierung (bspw. 
Lactat-Dehydrogenase) [Chiba und Iwata, 2002]. Da in den Fraktionen oftmals Oxylipine 
nachgewiesen wurden, kann der inhibierende Effekt auch auf diese zurückgeführt werden.  
 
Tab. 5: F-Fraktionen im α-Glucosidase-Inhibitionsassay kategorisiert nach ihrer prozentualen Inhibition in 
höchster untersuchter Konzentration von 210 µg/mL.  

Kategorie Inhibitionsstärke [%] Fraktion 
kein 
Effekt -
schwach 

< 10 F1–F3, F6–F9, F12–F14, F22, F23, F28, F30, F31, F33, 
F35–F37 

moderat 10-40 F4, F5, F10, F16, F27, F29, F32, F34 
stark > 40  F18–F20, F26 

 

4.4.4 Einfluss der F-Fraktionen auf GPα 
Einige der erhaltenen F-Fraktionen wurden im zellfreien in vitro-GPα-Inhibitionsassay auf ihr 
inhibitorisches Potential untersucht, um wie zuvor für die α-Glucosidase Rückschlüsse auf den 
Beitrag der DiFAs in den inhibitorisch wirksamen HE- und HA-Extrakten zu ermöglichen. Die 
Zusammenhänge werden in Kapitel 5 diskutiert.  
Insgesamt konnten nur 24 der 37 Fraktionen (ohne F11–F13, F15, F17, F18, F20, F21, F24–F26, 
F32, F34) eingesetzt werden (n=2–3). Die Menge an Fraktionen war stark limitiert, sodass bei 
diesen Ergebnissen von einem ersten Screening gesprochen wird. Als höchste Konzentration 
wurde 174 µg/mL verwendet, mit Ausnahme von F7, F10 und F22, welche in einer 
Konzentration von 87 µg/mL untersucht wurden. Dies war ebenfalls der geringen Ausbeute 
geschuldet. Unter Anwendung der wie bei dem α-Glucosidase-Inhibitionsassay betrachteten 
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Kategorisierung nach Inhibitionsstärke ergab sich die folgende Verteilung: lediglich eine 
Fraktion (F23) zeigte keinen Effekt auf GPα, drei Fraktionen inhibierten das Enzym moderat 
und die restlichen 20 F-Fraktionen waren starke Inhibitoren (s. Tab. 6).  
 
Tab. 6: F-Fraktionen im GPα- Inhibitionsassay kategorisiert nach ihrer prozentualen Inhibition in höchster 
untersuchter Konzentration von 174 bzw. 87 µg/mL  

Kategorie Inhibitionsstärke [%] Fraktion 
kein 
Effekt –
schwach 

< 10 F23 

moderat 10-40 F10, F22, F29 
stark > 40  F1-F9, F14, F16, F19, F27, F28, F30, F31, F33, F35–F37 

 
Für 18 der starken Inhibitoren wurden IC50-Werte bestimmt, welche im Bereich von 2,5 ± 0,8–
193,5 ± 16,2 µg/mL (Abb. 54) lagen, wobei die PK Koffein mit einem IC50-Wert von 124,3 ± 
10,6 µg/mL im mittleren Bereich eingeordnet wurde. Hinsichtlich der in den Fraktionen 
enthaltenen Inhaltsstoffe ergab sich die gleiche Schwierigkeit, wie auch für die Korrelation der 
Ergebnisse im α-Glucosidase-Inhibitionsassay. Da keine quantitativen Daten zu den 
Inhaltsstoffen vorliegen, ist eine eindeutig Korrelation schwierig. In den beiden aktivsten 
Fraktionen F14 und F16 wurden Oxylipine detektiert (vgl. S. 133 Tab. 4), was jedoch auch für 
einige andere Fraktionen zutrifft. Jedoch konnten in F16 zusätzlich eine DiFA (Rt= 32,4 min) 
sowie zwei TriFAs (Rt= 35,1 und 40,5 min) identifiziert werden, welche in anderen Fraktionen 
nicht nachgewiesen wurden. Lediglich die TriFA bei Rt= 35,1 min war ebenfalls in F14, der 
zweitaktivsten Fraktion, enthalten. Dies könnten Hinweise auf eine inhibitorische Wirkung der 
TriFAs sein. F28 als drittaktivste Fraktion, die neben der DiFA (Rt= 14 min) auch in F16 zu finden 
war, enthielt zwei TriFAs (Rt= 21,7 und 23,6 min), was den postulierten Zusammenhang stützt. 
Weitere TriFAs konnten in F7 und F27 nachgewiesen werden. Für letztere wurde eine starke 
Inhibition mit einem IC50-Wert von 81,0 ± 16,1 µg/mL beobachtet. F7 wurde in die Kategorie 
starker Inhibitoren eingruppiert, da eine Konzentration von 87 µg/mL zu 45 % Inhibition 
führte. Demnach kann ein IC50-Wert in einem ähnlichen Bereich geschätzt, jedoch aufgrund 
limitierter Menge nicht bestimmt werden. In den Fraktionen F2–F9 sowie F36 und F37 
konnten keine Oxylipine nachgewiesen werden und lediglich verschiedene 
Hydroxyzimtsäurederivate, Azelainsäure sowie die unidentifizierten Substanzen mit m/z 357, 
409 und 723,5 waren enthalten. Jedoch korrelierte keiner der Inhaltsstoffe eindeutig mit 
einem Inhibitionspotential. Die Untersuchung der Reinsubstanzen FA, pCA und Azelainsäure 
(s. Kapitel 4.5.) könnte die Aufklärung der aktiven Komponenten unterstützen. Die 
verbliebenen aktiven Fraktionen F30, 31, 33 und 35 enthielten vermehrt Oxylipine, die 
unidentifizierte Substanz m/z 723,5 und nur wenige verschiedene FA-Derivate sowie diese in 
geringer Signalintensität. Die vier Fraktionen lagen jedoch im weniger aktiven Bereich (IC50-
Werte von ca. 100–200 µg/mL) als bspw. die TriFA-enthaltenden Fraktionen (IC50-Werte < 50 
µg/mL).  
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Abb. 54: IC50-Werte der F-Fraktionen mit zunehmender Inhibitionsstärke sowie der PK Koffein im 
GPα-Inhibitionsassay; Werte dargestellt als Mittelwert aus zwei–drei Experimenten (n=2–3) für die F-Fraktionen 
± SD oder ± SE bzw. 23 Experimenten für Koffein ± SD. GPα: Glykogenphosphorylase α, IC50: inhibitory 
concentration 50 %, PK: Positivkontrolle, SD: standard deviation  

Anhand der vorliegenden Daten, welche auf einer Identifikation enthaltener Inhaltsstoffe mit 
einer HPLC-ESI-MS-Methode ohne Quantifizierung basierten, ist eine eindeutige Korrelation 
der Inhaltsstoffe der Fraktionen mit den Ergebnissen im Enzyminhibitionsassay nicht möglich. 
Zudem sind die Ergebnisse als Screening zu betrachten, da für die meisten Untersuchungen 
lediglich zwei unabhängige Experimente durchgeführt werden konnten. Auch konnten 13 
Fraktionen nicht analysiert werden. Ein möglicher Zusammenhang mit enthaltenen TriFAs 
konnte beobachtet werden, muss jedoch in zielgerichteten weiterführenden Studien 
untersucht werden. So ist eine erneute Isolierung in größerem Maßstab oder die Synthese von 
TriFAs als Reinsubstanzen zur Verifizierung der Ergebnisse bzw. Prüfung der Hypothesen 
notwendig.  
 

4.5 Untersuchung ausgewählter Reinsubstanzen auf Enzyme des 
Glucosestoffwechsels 

Als weitere Folgeuntersuchungen zu Identifikation der aktiven Komponenten in den 
Extrakten, sollten die detektierten Inhaltsstoffe als Reinsubstanzen in den in vitro-
Enzyminhibitionsassays untersucht werden. Hierbei wurde sich beschränkt auf die Enzyme 
α-Glucosidase und GPα, bei welchen eine potente Inhibition durch die Extrakte beobachtet 
wurde. Da weder FA-Oligomere noch Hordatine kommerziell erhältlich waren, wurden diese 
wie beschrieben (s. Kapitel 4.3 und 4.4) nach zielgerichteten Isolierungen weiterführend 
untersucht. Als weitere Komponenten wurden u.a. Tryptophan, (+)-Catechin und Procyanidin 
B in den A-Extrakten sowie Azelainsäure, Suberinsäure, pCA, FA und CA in HA- und HE-
Extrakten nachgewiesen (s. Kapitel 4.2).  
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Die Reinsubstanzen wurden in einer Konzentration von 210 µM im 
α-Glucosidase-Inhibitionsassay und 200 µM im GPα-Inhibitionsassay untersucht, wobei sich 
keine der Reinsubstanzen als starker Inhibitor erwies. Lediglich die beiden Flavonoide 
Procyanidin B2 und (+)-Catechin führten zu einer moderaten Inhibition der α-Glucosidase. CA 
sowie FA inhibierten GPα moderat (Tab. 7).  
 
Tab. 7: Ausgewählte Reinsubstanzen im α-Glucosidase- und GPα- Inhibitionsassay kategorisiert nach ihrer 
prozentualen Inhibition in höchster untersuchter Konzentration von 210 bzw. 200 µM. 
GPα: Glykogenphosphorylase α 

Kategorie Inhibitionsstärke 
[%] 

Substanz in α-Glucosidase-
Inhibitionsassay 

Substanz in GPα-
Inhibitionsassay 

kein 
Effekt -
schwach 

< 10 Azelain-
/Suberinsäure/pCA/ 
CA/FA, Tryptophan 

Azelain-
/Suberinsäure/pCA(263  µM), 
Procyanidin B2, Tryptophan, 
(+)-Catechin 

moderat 10-40 Procyanidin B2, (+)-
Catechin* 

CA/FA** 

stark > 40  - - 
* beide nur Inhibitionsstärke von 11,6 bzw. 11,9 %  
** beide nur Inhibitionsstärke von 10,3 bzw. 10,4 %  
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5 Zusammenfassende Diskussion 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mittels verschiedener Extraktionsprozesse drei 
Extraktgruppen – HA, HE, A – aus drei verschiedenen BSGs hergestellt (vgl. Publikation 1 in 
4.1; [Becker et al., 2021]). Extrahiert wurden mittels ultraschallunterstützter alkalischer 
Hydrolysen mit Natronlauge, SLE mit wässrigem Aceton (60 %) sowie Kombinationen der 
beiden Methoden. Im Anschluss erfolgten verschiedene Aufreinigungsschritte wie die 
Extraktion mit EtOAc für die Extrakte aus alkalischem Aufschluss oder SPEs mit C18-Material 
für alle Extrakte. Die Bandbreite an verwendeten Methoden führte zu deutlichen 
Unterschieden hinsichtlich der Zusammensetzung der drei Extraktgruppen, was bereits bei der 
Bestimmung des TPC und TFC deutlich wurde. So wiesen die HE-Extrakte (alkalischer 
Aufschluss gefolgt von EtOAc-Extraktion und SPE) signifikant höhere TPCs als die A- (SLE und 
SPE) wie HA-Extrakte (SLE der festen Überreste aus alkalischem Aufschluss gefolgt von SPE) 
auf, was sich ähnlich für die jeweiligen TFCs darstellte. Für vereinzelte Extrakte (A1–A3, A6, 
HA1–HA2) konnte der TFC nicht detektiert werden, jedoch waren diese in HE-Extrakten 
tendenziell höher als für die A- und HA- Extrakte. Ähnliche Ergebnisse zeigten Stefanello et al. 
oder Birsan et al. [Stefanello et al., 2018; Birsan et al., 2019]. Im Anschluss an die Analyse der 
Extrakte hinsichtlich des TPCs und TFCs wurden diese auf ihr inhibitorisches Potential 
gegenüber vier verschiedenen Enzymen des Glucosestoffwechsels (α-Glucosidase, α-Amylase, 
DPP IV und GPα) untersucht. Hierbei erwiesen sich v.a. die A-Extrakte als potente Inhibitoren 
der α -Glucosidase und GPα. GPα wurde zusätzlich durch einige HE- wie auch HA-Extrakte stark 
inhibiert. Der Großteil der Extrakte hemmte DPP IV, wobei die Inhibitionsstärke im Vergleich 
zur PK Sitagliptin, einem eingesetzten Diabetes-Medikament, um den Faktor 106 geringer war. 
Daher wurde die DPP IV-Inhibition im Rahmen der Arbeit nicht verfolgt.  Gegenüber α-Amylase 
konnte keine Hemmung durch die Extrakte beobachtet werden. Die Ergebnisse in den vier 
verschiedenen in vitro-Inhibitionsassays konnten nicht mit den detektierten TPCs oder TFCs 
korreliert werden. Die HE-Extrakte wiesen signifikant höhere TPCs und TFCs (mit Ausnahme 
von HE5) als die A-Extrakte auf, während sie gleichzeitig tendenziell schwächere 
α-Glucosidase- und GPα-Inhibitoren als die meisten A-Extrakte waren, was den 
Zusammenhang hoher TPC mit geringer Inhibitionsstärke implizierte. HE4 und HE5 hingegen 
inhibierten α-Glucosidase stärker als Extrakt A6 sowie letzterer zusätzlich stärker als A3. HE5 
inhibierte GPα im gleichen Ausmaß wie die A-Extrakte. Innerhalb der A-Extrakte waren A5 und 
A7 die Extrakte mit höherem TPC und TFC wie auch gleichzeitig stärkerem Inhibitionspotential 
gegenüber α-Glucosidase und GPα. Die letztgenannten Zusammenhänge implizierten eine 
gegenteilige Korrelation. Dies deutet darauf hin, dass entweder eine andere Substanzklasse 
als Polyphenole oder nur ausgewählte Einzelsubstanzen für die Hemmung verantwortlich 
waren. Aus diesem Grund wurden weitere Untersuchungen mittels HPLC-DAD und 
HPLC-MS/MS durchgeführt, welche die Identifikation einzelner Substanzen in den Extrakten 
ermöglichte. So sollten die Leitsubstanzen identifiziert und diese in Relation zu dem 
Inhibitionspotential gegenüber den untersuchten Enzymen des Glucosestoffwechsels gesetzt 
werden.  
Aufgrund der Extraktionsmethodiken und bekannter Literatur wurde erwartet, dass die 
Extrakte aus alkalischem Aufschluss (v.a. HE aber auch HA), größtenteils 
Hydroxyzimtsäurederivate, den gebundenen Polyphenolen zugehörig, und die A-Extrakte 
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vorwiegend die frei vorliegenden Polyphenole enthielten. HCAs, v.a. FA, die in 
Pflanzenzellwänden die Verlinkungsstrukturen innerhalb der Arabinoxylane darstellen, zählen 
zu den gebundenen Polyphenolen und können durch alkalische Hydrolyse oder enzymatische 
Vorbehandlungen freigesetzt werden. Die genannten Methoden wurden für BSG schon 
vielfach angewandt [Stefanello et al., 2018; Hernanz et al., 2001; Verni et al., 2020; Birsan et 
al., 2019; Ideia et al., 2020]. Als freie Polyphenole konnten in BSG-Extrakten aus SLE bislang 
neben geringeren Mengen an HCAs [Birsan et al., 2019; Alonso-Riaño et al., 2020] Flavonoide 
wie Catechine [Bonifácio-Lopes et al., 2020] oder Proanthocyanidine [Martín-García et al., 
2019] nachgewiesen werden. Es wird unterschieden zwischen freien (extrahierbar mittels SLE) 
und gebundenen Polyphenolen (extrahierbar durch alkalischen Aufschluss oder enzymatische 
Behandlung). Die im Rahmen der Arbeit durchgeführten HPLC-DAD und HPLC-MS/MS-
Untersuchungen bestätigten die unterschiedliche Zusammensetzung der Extraktgruppen 
hinsichtlich ausgewählter Substanzklassen (vgl. Publikation 2).  
 
5.1 A-Extrakte: Korrelation der Inhaltsstoffe mit der Enzyminhibition 
In den A-Extrakten der vorliegenden Arbeit wurden keine HCAs detektiert. Allerdings waren 
in vereinzelten A-Extrakten (A1, A2, A4 und A5) Tryptophan, in fast allen A-Extrakten (außer 
A1 und A3) (+)-Catechin sowie in A2 und A4 ein Procyanidin B enthalten. Sowohl die beiden 
Polyphenole Procyanidin B2 und (+)-Catechin als auch die Aminosäure Tryptophan wurden als 
Reinsubstanz im α-Glucosidase und GPα-Inhibitionsassay untersucht, um ihren Einfluss am 
hemmenden Potential der Extrakte festzustellen (s. Kapitel 4.5). Keine der drei Substanzen 
führte zu einer Inhibition der GPα. Gegenüber der α-Glucosidase konnte nur eine moderate 
Hemmung durch Procyanidin B2 und (+)-Catechin beobachtet werden. Zu beiden Substanzen, 
gibt es ambivalente Literaturdaten hinsichtlich einer Inhibition der α-Glucosidase [Bräunlich 
et al., 2013; Kim et al., 2014; You et al., 2012]. You et al. bestimmten einen IC50-Wert von ca. 
3450 µM für (+)-Catechin, was deutlich über der hier untersuchten Konzentration von ca. 
210 µM lag. Kamiyama et al. beobachteten keine inhibitorische Wirkung auf α-Glucosidase 
durch Catechin [Kamiyama et al., 2010]. Hinsichtlich einer Inhibition der GPα weisen Studien 
daraufhin, dass Catechin keine hemmende Wirkung aufweist sondern eher die größeren 
Epigallocatechingallate [Jakobs et al., 2006; Kamiyama et al., 2010]. IC50-Werte in 
Enzyminhibitionsassays sind aufgrund der variierenden Methodik schwer zu vergleichen. Da 
die Reinsubstanzen jedoch mittels der im Rahmen der Arbeit eingesetzten Methodik keinen 
inhibitorischen Effekt zeigten, wurden sie als aktive Komponenten des Extraktes 
ausgeschlossen. Insgesamt waren in den A-Extrakten vorrangig geringe Mengen an 
Polyphenolen enthalten, weshalb andere Inhaltsstoffe in den Fokus rückten.  
Als weitere große Substanzklasse wurden verschiedene Lipide wie Lyso-
Phosphatidylethanolamine und verschiedene Oxylipine wie TriHOMe und TriHODA detektiert. 
Studien zu deren Beeinflussung des Glucosestoffwechsels sind bislang nicht beschrieben, 
lediglich (monohydroxylierte) Fettsäuren wurden untersucht. So zeigten Paul et al., dass 
10-Hydroxyoctadecensäure ein potenter Inhibitor der α-Glucosidase ist [Paul et al., 2010]. 
Weiterhin erwiesen sich Cuscuta reflexa (Riesendodder) Extrakte, welche u.a. Ölsäure und 
9,12,13-Trihydroxyoctadecensäure enthielten, als potente α-Glucosidase-Inhibitoren 
[Nadeem et al., 2020], was den in den A-Extrakten enthaltenen Trihydroxyfettsäuren eine 
mögliche Rolle als aktive Komponente zukommen lässt. 
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Als charakteristische Leitsubstanzen wurde schließlich die Substanzklasse der Phenolamide 
nachgewiesen. Spezifisch für Gerste sind hier die Hordatine, welche neben vereinzelten 
Spermidinen sowie den biosynthetischen Vorläufern der Hordatine (HCAAs) am deutlichsten 
vertreten waren. Da die Signalintensitäten der Hordatine im Zuge der 
massenspektrometrischen Analyse zur Aufklärung der Inhaltsstoffe der Extrakte zu den 
intensivsten gehörten, wurden sie als Hauptinhaltsstoffe vermutet und im weiteren Verlauf 
näher untersucht. Aufgrund nicht kommerziell erhältlicher Referenzsubstanzen wurden die 
Hordatine als pCA-Äq nach einer Methode modifiziert nach Philava et al. semiquantitativ 
bestimmt und mit 14,2 ± 0,5 bis 172,2 ± 2,1 µg pCA-Äq/mg Extrakt erfasst. Dies entspricht 
zwischen 1,2 und 17,2 % des Gesamtextraktes, was zumindest bei den Extrakten aus dem 
zweiten Extraktionsprozess (A4–A7) einem relativ großen Anteil entspricht. Daher wurde ein 
Zusammenhang mit dem inhibitorischen Potential des Extraktes untersucht (s. Tab. 8). Mittels 
Rangkorrelation nach Kendall (vgl. Kapitel 8.6.4.1) wurde der bestimmte Hordatingehalt mit 
der Inhibitionsstärke bzw. dem IC50-Wert im α-Glucosidase und GPα-Inhibitionsassay 
analysiert. Die Korrelationskoeffizienten lagen bei −0,49 für die GPα- bzw. −0,52 für die 
Korrelation der α-Glucosidaseinhibition mit dem Hordatingehalt. Nach Cohen [Cohen, 2013] 
wird bei einem Wert zwischen 0,3–0,5 von einer mittleren Korrelation gesprochen. Die 
Ergebnisse wurden daher als ersten Hinweis auf die Korrelation eines hohen Hordatingehaltes 
mit einem niedrigen IC50-Wert betrachtet, weshalb sich im Folgenden im Zuge einer Isolierung 
auf die Hordatine fokussiert wurde.   
 
Tab. 8: Hordatingehalte und Ergebnisse der GPα- und α-Glucosidaseinhibition im Vergleich sowie zugehöriger 
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall der Extrakte (A1–A7). GPα: Glykogenphosphorylase α. IC50: inhibitory 
concentration 50 %, SD: standard deviation, pCA-Äq: p-Coumarsäure-Äquivalente 

A-Extrakt Gesamthordatingehalt  
[µg pCA-Äq/ mg Extrakt] ± 
SD 

IC50-Wert [µg/mL] ± 
SD 
α-Glucosidase 

IC50-Wert 
[µg/mL] ± SD 
GPα 

A1 14,23 ± 0,52 - - 
A2 55,95 ± 7,03 119,44 ± 23,21 - 
A3 36,06 ± 0,28 128,16 ± 37,95 39 ± 9,8 
A4 86,07 ± 4,67 82,62 ± 23,81 59 ± 5,5 
A5 112,23 ± 12,13 67,39 ± 8,11 12,6 ± 1,1 
A6 107,51 ± 1,43 268,11 ± 29,37 76,3 ± 6,1 
A7 172,22 ± 2,09 94,06 ± 6,25 15,7 ± 2,8 
Korrelationskoeffizient −0,52 −0,49 

 
5.2 Hordatinreiche Fraktionen: Rückschlüsse auf Hordatine als biologisch 

aktive Komponenten in A-Extrakten 
Aufgrund der geringen Extraktausbeute konnte keine aktivitätsgeleitete Fraktionierung 
durchgeführt werden. Die als aktive Komponenten vermuteten Hordatine wurden daher 
separat mittels gezielter Isolierung aus BSG gewonnen (Kapitel 4.3.; [Becker et al., 2022a]). 
Insgesamt konnten zehn Fraktionen mit unterschiedlicher Hordatinzusammensetzung und -
menge isoliert werden. Dabei erwies sich die Auftrennung durch das Vorliegen von insgesamt 
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71 verschiedenen Hordatinen als sehr komplex und lediglich eine Auftrennung in die 
unterschiedlichen Gruppen (Hordatin-Hexoside sowie die natürlichen und die hydroxylierten 
Aglykone) wurde erzielt. Der Gesamthordatingehalt der Fraktionen lag mit 303,6 ± 15,3 bis 
1298, 1 ± 30,4 µg pCA-Äq/mg Fraktion deutlich über dem der Extrakte (vgl. Tab. 8). Es 
verdeutlicht die Notwendigkeit eine Referenzsubstanz zu verwenden, da die Verrechnung mit 
dem Korrekturfaktor von 5 aus der Literatur [Pihlava et al., 2016] zu unrealistisch hohen 
Werten führt. Zur Vergleichbarkeit mit den Hordatingehalten der A-Extrakte sowie den 
Literaturdaten von Philava et al. wurde der Korrekturfaktor trotzdem miteinbezogen. Zur 
Untersuchung der biologischen Aktivität wurden die Fraktionen im GPα- und α-Glucosidase-
Inhibitionsassay untersucht, wobei lediglich in letzterem ein hemmender Effekt durch 
Fraktion 5 und Fraktion 8 beobachtet werden konnte. Fraktion 5 wies einen IC50-Wert von 
194,1 ± 1,8 µg/mL auf und war reich an Hordatin-Hexosiden mit einem Gesamthordatingehalt 
von 532,3 ± 2,5 µg pCA-Äq/mg Fraktion. Fraktion 8 war charakterisiert durch das 
Vorhandensein des Vorläufers N-Coumaroylagmatin und einem niedrigen 
Gesamthordatingehalt von nur 325,3 ± 23,5 µg pCA-Äq/mg Fraktion, erwies sich jedoch mit 
einem IC50-Wert von 78,2 ± 4,6 µg/mL als potentester Inhibitor der α-Glucosidase. Die 
hordatinreichsten Fraktionen (H9 und H10) hemmten lediglich moderat bzw. schwach, 
wohingegen H8 mit einer sehr geringen Konzentration an Hordatinen zu einer stärkeren 
Hemmung als die PK Acarbose mit einem IC50-Wert von 116,1 ± 1,8 µg/mL führte. Demnach 
war nicht der Gesamthordatingehalt ausschlaggebend für die Intensität der Hemmung. Die 
Untersuchung der H-Fraktionen lieferte wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der biologischen 
Wirkungen der Hordatine. So lag die Inhibition durch die H-Fraktionen in einer ähnlichen 
Range wie die der A-Extrakte (vgl. Kapitel 4.1) mit IC50-Werten von 67,4 ± 8,1 bis 
268,1 ± 29,4 µg/mL. Anhand der folgenden Überlegungen zeigte sich, dass vermutlich weitere 
Inhaltsstoffe der A-Extrakte zur Inhibition beitrugen. Um die Hypothese, dass nicht der 
Gesamthordatingehalt relevant ist, zu prüfen, kann bestimmt werden, welcher 
Hordatinkonzentration der jeweilige IC50-Wert im α-Glucosidase-Inhibitionsassay entspricht. 
Durch Multiplikation des IC50-Wertes mit dem Gesamthordatingehalt der Fraktion bzw. des 
Extraktes kann theoretisch berechnet werden, welche Hordatinmenge zu 50 % Inhibition 
führte, unter der Annahme, dass nur die Hordatine für die Wirkung verantwortlich waren. Für 
die beiden potenten H-Fraktionen entsprach der jeweilige IC50-Wert einem 
Gesamthordatingehalt von 25,4 ± 1,8 (H8) bzw. 103,3 ± 0,5 (H5) µg pCA-Äq/mL. Im Vergleich 
dazu lagen die Gesamthordatingehalte für die IC50-Werte der A-Extrakte zwischen 4,0 ± 0,03 
(A3) und 28,8 ± 0,4 (A6) µg pCA-Äq/mL. Demnach wäre eine bedeutend geringere 
Gesamthordatinmenge bei den Extrakten ausreichend für eine vergleichbare 
Inhibitionsstärke. Aufgrund der Fraktionierung im Zuge der Isolierung wurden die einzelnen 
Hordatine in den Fraktionen im Vergleich zu den Extrakten aufkonzentriert. Daher müssen die 
anhand der H-Fraktionen 5 und 8 vermuteten aktiven Komponenten Hordatin-Hexoside sowie 
N-Coumaroylagmatin in den Extrakten geringer konzentriert als in den Fraktionen vorliegen. 
Zudem war der Vorläufer N-Coumaroylagmatin in den aktiven Extrakten A3, A6 und A7 nicht 
nachgewiesen worden. Lediglich Hordatin-Hexoside waren in allen A-Extrakten enthalten. 
Daher lässt sich zusammenfassen, dass Hordatine einen inhibierenden Effekt auf 
α-Glucosidase haben, jedoch die Hemmung durch die A-Extrakte zusätzlich durch weitere 
Inhaltsstoffe ausgelöst worden sein müsste. Möglicherweise tragen die enthaltenen Oxylipine 
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zur Inhibition bei. Weiterhin könnten bislang nicht identifizierte Komponenten oder nicht 
detektierbare Substanzen für die Inhibition verantwortlich sein. Synergistische Effekte sind 
nicht auszuschließen und möglicherweise ist die Zusammensetzung der Hordatine relevant für 
die Inhibition. Eindeutige Aussagen lassen sich hier jedoch nur mit Reinsubstanzen treffen, 
weshalb die Isolierung mit einer feineren Fraktionierung oder eine Synthese einzelner 
Hordatine zielführend wäre.  
Hinsichtlich der GPα konnten die Ergebnisse zeigen, dass die Hordatine nicht zur Inhibition des 
Enzyms beitrugen. Keine der untersuchten Fraktionen führte zu einer potenten Inhibition. 
Zusätzlich deutete die Berechnung des Gesamthordatingehaltes der IC50-Werte darauf hin. 
Diese lagen für die inhibierenden A-Extrakte zwischen 1,4 ± 0,01 bis 8,2 ± 0,1 µg pCA-Äq/mL 
und waren damit nochmals niedriger als jene für die α-Glucosidase. Wären die Hordatine die 
aktiven Komponenten hinsichtlich der GPα, so erscheint es unwahrscheinlich, dass keine der 
untersuchten H-Fraktionen inhibierende Effekte aufwies. Einzig synergistische Effekte bzw. die 
Zusammensetzung der Hordatine könnten für die Inhibition relevant sein. Dies konnte jedoch 
mit den aufkonzentrierten und in Hordatin-Gruppen separierte Fraktionen nicht untersucht 
werden. Wahrscheinlicher erscheint, dass die GPα-hemmende Wirkung der Extrakte auf 
anderen Inhaltsstoffen beruht, deren Struktur aufgrund der zahlreichen möglichen 
Bindungsstellen am Enzym sehr vielfältig sein können [Hayes et al., 2014].  
 
5.3 HE- und HA-Extrakte: Korrelation der Inhaltsstoffe mit der 

Enzyminhibition 
Im Gegensatz zu den mittels reiner SLE mit wässrigem Aceton (60 % Aceton-Anteil) 
gewonnenen A-Extrakten enthielten die HA- und HE-Extrakte keine Flavonoide, sondern v.a. 
Hydroxyzimtsäurederivate sowie Oxylipine und verschiedene Dicarbonsäuren, wie Azelain- 
und Suberinsäure. Zur Identifikation der aktiven Komponenten wurden einige der 
Inhaltsstoffe als Reinsubstanzen in den Enzyminhibitionsassays untersucht. Allerdings 
inhibierten weder die drei HCAs pCA, FA und CA noch die beiden Dicarbonsäuren die 
α-Glucosidase, sodass der hemmende Effekt der Extrakte HE4 und HE5 nicht oder zumindest 
nicht nur durch diese erklärt werden konnte. Hinsichtlich der GPα konnten ähnliche Effekte 
beobachtet werden. Lediglich CA und FA führten zu einer moderaten Inhibition, jedoch nicht 
zu einer vergleichbar starken Inhibition wie die Extrakte selbst. Um eine präzisere Aussage 
über den Einfluss der HCAs auf die beiden Enzyme GPα und α-Glucosidase treffen zu können, 
wurden die Konzentrationen an FA, pCA und CA, welche in der im Enzyminhibitionsassay 
vermessenen Extraktkonzentration vorlag, berechnet. Diese sind in Tab. 9 dargestellt im 
Vergleich zu den einzeln vermessenen Reinsubstanzen. Berechnet wurden die vorliegenden 
Konzentrationen an FA, pCA und CA bei der maximal vermessenen Extraktkonzentration von 
1,0 (für α-Glucosidase) bzw. 1,05 mg/mL (für GPα) oder am IC50-Wert, sofern dieser im 
Enzyminhibitionsassay berechnet werden konnte. Der Vergleich der am IC50-Wert 
vorliegenden Werte für α-Glucosidase zeigt, dass die beiden aktiven Extrakte HE4 und HE5 
Gehalte ≤ 210 µM der drei HCAs aufwiesen, wobei diese die maximale im α -Glucosidase-
Inhibitionsassay vermessene Konzentration an Reinsubstanzen war und nicht zu einer 
potenten Inhibition führte. Daher können einzig synergistische Effekte der drei HCAs 
verantwortlich sein für eine inhibierende Wirkung durch HCAs, was in einem Folgeexperiment 
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untersucht werden könnte. Da jedoch die anderen Extrakte, v.a. die HE-Extrakte trotz 
vergleichbar hoher Gehalte an HCAs und einem ähnlichen Verhältnis der drei Komponenten 
zueinander keinen stark inhibierenden Einfluss zeigten, erschien ein synergistischer Effekt als 
unwahrscheinlich. Daher wurden die monomeren Hydroxyzimtsäurederivate als aktive 
Komponenten ausgeschlossen und der Fokus auf die FA-Oligomere gelegt.  
Hinsichtlich des Einflusses der HCAs auf die GPα zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen 
den beiden Extraktgruppen HE und HA. Obwohl HA1 und HA2 zu den aktivsten Extrakten 
zählten, wiesen sie deutlich geringere Gehalte an FA und pCA als die ebenfalls aktiven HE-
Extrakte auf. Zudem waren die Konzentrationen < 200 µM, was der maximal vermessenen 
Konzentration an Reinsubstanz im GPα-Inhibitionsassay entsprach. Dies deutete darauf hin, 
dass andere Komponenten für den hemmenden Effekt verantwortlich waren. Für die HE-
Extrakte war dies anhand der in Tab. 9 dargestellten Werte nicht deutlich zu beantworten. Die 
enthaltenen Konzentrationen lagen v.a. für FA mit ca. 130–300 µM in einem vergleichbaren 
Bereich wie die der Reinsubstanz (200 µM), die bei FA und CA zu einer moderaten Hemmung 
führte (vgl. S. 162 Tab. 7). Hier sollten demnach synergistische Effekte von bspw. FA und CA 
genauer betrachtet werden.  
 
Tab. 9: In den Enzyminhibitionsassays untersuchte Konzentrationen der drei HCAs FA, CA und pCA berechnet in 
der maximal vermessenen Extraktkonzentration oder am IC50-Wert sowie im Vergleich zu den einzeln 
untersuchten Reinsubstanzen. CA: Kaffeesäure, FA: Ferulasäure, GPα: Glykogenphosphorylase α, HCA: 
Hydroxyzimtsäure, IC50: inhibitory concentration 50 %, pCA: p-Coumarsäure 

 Konzentration [µM] im  
α-Glucosidase-Inhibitionsassay 

Konzentration [µM] im  
GPα-Inhibitionsassay 

 FA CA pCA FA CA pCA 
FA 210 a   200 a   
CA  210 a   200 a  
pCA   210 a   200 a 
HA1 121,9 ± 6,6 a - 45,0 ± 2,1 a 8,3 ± 0,4 b - 3,0 ± 0,1 b 
HA2 97,9 ± 16,9 a - 43,3 ± 5,1 a 6,2 ± 1,1 b - 2,8 ± 0,3 b 
HA3 103,2 ± 6,4 a - 47,2 ± 1,5 a n.v. n.v. n.v. 
HE1 2047,1 ± 221,8 a 110,7 ± 4,7 a 270,9 ± 15,5 a 171,6 ± 18,6 b 9,3 ± 0,4 b 22,7 ± 1,3 b 
HE2 1770,4 ± 53,9 a 114,0 ± 2,3 a 482,4 ± 17,6 a 219,7 ± 6,7 b 14,1 ± 0,3 b 59,9 ± 2,2 b 
HE3 887,7 ± 5,4 a 106,8 ± 4,5 a 310,5 ± 20,2 a 132,5 ± 0,8 b 15,9 ± 0,7 b 46,3 ± 3,0 b 
HE4 237,9 ± 47,7 b 16,6 ± 7,1 b  90,9 ± 2,7 b 297,0 ± 59,6 b 20,8 ± 8,8 b 113,5 ± 3,3 b 
HE5 48,3 ± 0,3 b < LOQ b  18,7 ± 1,0 b 278,3 ± 1,5 b < LOQ b 107,8 ± 6,0 b 
HE6 1702,2 ± 307,3a 106,9± 9,0 a 607,1 ± 96,4 a n.v. n.v. n.v. 

a Substanzkonzentration in der maximal vermessenen Extrakt-/Reinsubstanzkonzentration  
b Konzentration am IC50-Wert 
n.v. nicht vermessen 

Für die Enzymhemmung könnten die FA-Oligomere mitverantwortlich sein, deren Isolierung 
aus BSG im Anschluss statt einer aktivitätsgeleiteten Fraktionierung und in Ermangelung 
entsprechender Reinsubstanzen erfolgte. In den HA- und HE-Extrakten konnten verschiedene 
DiFAs mittels Produktionenscans identifiziert werden, wobei eine größere Anzahl 
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verschiedener Isomere in den HE- als in den HA-Extrakten vorlag (vgl. Kapitel 4.2). TriFAs 
konnten in den Extrakten nicht detektiert werden. Möglicherweise war die Konzentration zu 
gering. Auch Verni et al. wiesen ca. siebenfach geringere Gehalte an TriFAs in Vergleich zu 
DiFAs nach [Verni et al., 2020]. Diese These einer zu geringen Konzentration wird gestützt 
durch das Vorhandensein einiger TriFAs in den F-Fraktionen, welche ebenfalls mittels 
alkalischen Aufschlusses aus BSG gewonnen wurden (vgl. Kapitel 4.4.). Durch die doppelte 
Fraktionierung des Rohisolates kann von einer starken Aufkonzentrierung der einzelnen 
Hydroxyzimtsäurederivate in den Fraktionen ausgegangen werden.   
Wie bei den A-Extrakten sollten weiterhin die Oxylipine als mögliche Inhibitoren nicht außen 
vor gelassen werden, da Studien von Nadeem et al. und Paul et al. Effekte von 
Trihydroxyfettsäuren bzw. Hydroxyfettsäuren auf α-Glucosidase zeigten (vgl. Kapitel 5.1) [Paul 
et al., 2010; Nadeem et al., 2020].  
 
5.4 F-Fraktionen: Rückschlüsse auf FA-Oligomere als aktive Komponenten in 

den HE- und HA-Extrakten  
Nach Analyse der F-Fraktionen zeigte sich, dass neben DiFAs und TriFAs weitere Inhaltsstoffe 
enthalten waren. So fanden sich neben Azelainsäure und einigen nicht identifizierten 
Komponenten (u.a. vermutlich FA-Derivate) verschiedene TriHOMe- und TriHODA-Isomere. 
Wie für die drei Extraktgruppen (HE, HA, A) diskutiert, kann nicht ausgeschlossen werden, dass 
die Oxylipine einen Einfluss auf das inhibitorische Potential gegenüber α-Glucosidase und GPα 
aufweisen. Eine weitere Schwierigkeit ergab sich durch die geringe Ausbeute, die die Anzahl 
an Untersuchungen limitierte. So konnten die Hydroxyzimtsäurederivate nicht quantifiziert 
werden und die Anzahl der Stichproben von n=2 in den Enzyminhibitionsassays gleicht einem 
Screening. Zusätzlich konnten einige F-Fraktionen nicht in den Enzyminhibitionsassays 
untersucht werden. 32 von 37 Fraktionen wurden im α-Glucosidase-Inhibitionsassay bzw. 24 
von 37 im GPα-Inhibitionsassay untersucht. Daher war eine direkte Korrelation der Ergebnisse 
in den Enzyminhibitionsassays der F-Fraktionen und Extrakte mit den jeweiligen Gehalten und 
Inhaltsstoffen bzgl. der Hydroxyzimtsäurederivate schwierig und wird nur als Trend 
herangezogen.  
Ein Großteil der untersuchten Fraktionen (28 von 32) zeigte keinen bis moderat inhibierenden 
Effekt auf α-Glucosidase. Lediglich vier Fraktionen erwiesen sich als potente Inhibitoren, 
welchen gemeinsam war, dass sie keine monomeren HCAs und keine Azelainsäure enthielten. 
Auch die nicht identifizierten (vermutlichen) FA-Derivate sowie TriFAs wurden nicht in den vier 
Fraktionen nachgewiesen. Drei der potenten Fraktionen enthielten je eine DiFA, welche 
jedoch auch in anderen nicht inhibitorischen Fraktionen enthalten war. Zudem waren 
Oxylipine enthalten, was erneut den Hinweis auf deren hemmende Wirkung lieferte. 
Weiterhin zeigte sich, dass TriFAs vermutlich keine potenten Inhibitoren der α-Glucosidase 
sind, da die entsprechenden Fraktionen keinen bis maximal moderaten hemmenden Effekt 
aufwiesen. Zusammengefasst konnte die Isolierung der FA-Oligomere als erstes Screening 
keine weiterführenden Hinweise auf die aktiven Komponenten in den Extrakten gegenüber 
α-Glucosidase liefern. Um festzustellen, inwiefern die HCAs dazu beitragen, bzw. ob die 
Oxylipine für die Inhibition verantwortlich sind, müsste die Isolierung mit höherer Ausbeute 
wiederholt werden und eine feinere Fraktionierung zur Abtrennung der Oxylipine erfolgen.  
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Neben dem α-Glucosidase-Inhibitionsassay wurden die Fraktionen, sofern die Ausbeute 
ausreichend war, im in vitro-GPα-Inhibitionsassay untersucht. Im Gegensatz zu den 
Ergebnissen im α-Glucosidase-Inhibitionsassay waren hier größtenteils potente inhibitorisch 
wirksame Fraktionen bestimmt worden, wobei jedoch eine geringere Anzahl an Fraktionen 
(24 von 37) analysiert wurde. Eine potente Inhibitionsstärke mit IC50-Werten von 2,5 ± 0,8 bis 
193,5 ± 16,2 µg/mL wurde für 18 von 24 Fraktionen bestimmt. Die Inhibition durch einige 
Fraktionen war damit stärker als die der HE- und HA-Extrakte, welche IC50-Werte von 28,7 ± 
6,1 bis 261 ± 6 µg/mL aufwiesen. Die biologische Aktivität der F-Fraktionen und der HE- und 
HA-Extrakte waren hinsichtlich der GPα jedoch vergleichbar. Die aktivsten Fraktionen mit IC50-
Werten < 10 µg/mL enthielten v.a. TriFAs, welche in den HE- und HA-Extrakten nicht detektiert 
werden konnten. Fraktion F28 und Extrakt HE5 ergaben einen nahezu gleichen IC50-Wert, 
wobei sich die Übereinstimmung an detektierten Inhaltsstoffen auf das 8-5´-DiFA-Isomer 
beschränkte. Zwei TriFAs wurden in F28 nachgewiesen, jedoch nicht in den HE-Extrakten. 
Allerdings war in den vorangeschalteten full scans der HE-Extrakte ein m/z von 577 beobachtet 
worden (vgl. elektronischer Anhang Tab. 39 Seite G), was in Produktionenscans nicht bestätigt 
werden konnte. Wie in Kapitel 5.3 diskutiert, wurde vermutet, dass die Konzentration in den 
Extrakten zu gering war. Zudem wurden die HE- und HA-Extrakte im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit nicht mit dem deutlich sensitiveren MS-Gerät auf TriFAs untersucht, was lediglich mit 
F-Fraktionen durchgeführt wurde. Da die Ergebnisse des GPα-Inhibitionsassays darauf 
hinweisen, dass v.a. TriFAs für die Inhibition verantwortlich sein könnten, wäre die sensitivere 
MS-Analytik der HE- und HA-Extrakte ein geeigneter Schritt zur weiteren Überprüfung dieser 
Hypothese.  
Die gegenüber GPα weniger potenten Fraktionen F2–F9 und F36–F37 enthielten mit 
monomeren HCAs, Azelainsäure sowie den nicht identifizierten Substanzen mit m/z 357, 409 
und 723,5 und einigen DiFAs größtenteils vergleichbare Inhaltsstoffe wie die Extrakte. Hier 
fand sich der erste Hinweis, dass die Oxylipine nicht zwangsläufig mit der Inhibition 
korrelieren, da diese Fraktionen keine TriHOMEs oder TriHODAs enthielten. Durch die 
Untersuchung der Reinsubstanzen (vgl. Kapitel 4.5) wurde ausgeschlossen, dass der 
inhibitorische Effekt durch die monomeren HCAs oder Azelainsäure ausgelöst wurde, sofern 
die Konzentration in den F-Fraktionen < 200 µM war. Es stellt sich hinsichtlich der aktiven 
Komponenten die Frage nach den nicht identifizierten Substanzen sowie der 8-8´-(Aryltetralin 
und lineare Form)- / 8-5´-/ 5-5´-/ 8-O-4´-DiFA und einigen nicht näher spezifizierten DiFAs, 
welche in den weniger potenten Fraktionen F2-F9 und F36-F37 enthalten waren.  
Eine eindeutige Korrelation der GPα-Inhibition durch die F-Fraktionen und der Inhibition durch 
die HE- und HA-Extrakte mit den jeweiligen Inhaltsstoffen war anhand der Ergebnisse nicht 
möglich. Um die Aussagekraft zu verbessern, wäre eine Quantifizierung der 
Hydroxyzimtsäurederivate in den Fraktionen notwendig. Allerdings können die Ergebnisse der 
F-Fraktionen aufgrund der geringen Stichprobenzahl nur als Screening betrachtet werden und 
ein Großteil der Fraktionen konnte aufgrund der geringen Ausbeute nicht vermessen werden. 
Trotzdem erwiesen sich die TriFA-enthaltenden Fraktionen als sehr aktiv, weshalb das 
Screening der HE- und HA-Extrakte nach TriFAs an einem sensitiven MS-Gerät weitere 
Hinweise liefern könnte. 
 



Zusammenfassende Diskussion 

171 
 

5.5 Methodikbetrachtung  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Extraktions- und Isolationsprozesse in Anlehnung 
an bereits publizierte Studien angewandt. So waren v.a. die SLE mit organischen 
Lösungsmitteln wie 60 %-igem Aceton sowie alkalische Hydrolysen von BSG häufig zur 
Extraktion von Polyphenolen eingesetzt worden [Meneses et al., 2013; Verni et al., 2020; 
Stefanello et al., 2018]. Die Ergebnisse der HPLC-MS/MS-Experimente zeigten, dass die Wahl 
der Extraktionsmethodik die extrahierten Komponenten aus BSG stark beeinflusste, was 
aufgrund von Literaturdaten zu erwarten war. HCA waren besonders durch den alkalischen 
Aufschluss (HE- und HA-Extrakte) freigesetzt und extrahiert worden, Phenolamide mittels SLE 
mit 60 %-igem Aceton (vgl. Publikation 2 Kapitel 4.2). Zusätzlich zu der allgemeinen 
Extraktionsmethodik spielen auch die einzelnen Parameter bei den angewandten 
Extraktionen eine bedeutende Rolle hinsichtlich der Inhaltsstoffe und der Frage möglicher 
Degradierungen oder Modifikationen während der Isolierung. BSG stellt ein Ausgangsmaterial 
dar, das durch den durchlaufenen Brauprozess bereits hohen Temperaturen, enzymatischen 
Reaktionen und wässriger Extraktion ausgesetzt ist [Fischer und Glomb, 2015]. So gehen 
während des Maischens und Läuterns Polyphenole in die Würze und letztlich in das Bier über, 
wobei 70–80  %  der Polyphenole im Bier aus dem Malz stammen und sich aus phenolischen 
Säuren und Flavonoiden zusammensetzen [Fernández de Córdova und Medina, 2014]. Die im 
BSG vorliegenden Polyphenole sind größtenteils in der Zellwandmatrix gebunden und zudem 
kann von einer guten Hitzestabilität der verbliebenen freien Polyphenole ausgegangen 
werden. So sind v.a. HCA als quervernetzende Strukturen in den Hemicellulosen verestert 
[Stefanello et al., 2018], weshalb chemische Vorbehandlungen (alkalische, enzymatische und 
saure Hydrolysen) sowie mechanische Methoden (Ultraschall, Mikrowellen) oft angewandt 
werden [Moreira et al., 2012; Alonso-Riaño et al., 2020; Bartolomé et al., 2002; Mussatto et 
al., 2007a]. Auch Extraktionen unter höherer Temperatur wurden eingesetzt und steigern 
durch Erhöhung des Diffusionsvermögens und der Löslichkeit die Ausbeute [Birsan et al., 
2019]. Die Extraktion von Polyphenolen mittels SLE wird meist bei Temperaturen zwischen 
60–80 °C durchgeführt, da Polyphenole hitzelabil sind und thermal degradiert werden 
könnten. Antony und Farid fassten den Einfluss in einem kürzlich publizierten Review 
zusammen, wobei v.a. Anthocyane als hitzelabile Komponenten identifiziert wurden. Bei 
phenolischen Säuren konnte bei geringen Temperaturen, wie hier verwendet, noch kein 
signifikant negativer Einfluss beobachtet werden [Antony und Farid, 2022]. Im Rahmen der 
Arbeit wurde nach Meneses et al. ein Wasserbad von 60 °C zur SLE mit 60 %-igem Aceton (A-
Extrakte) eingesetzt und das Extraktionsmittel unter dem Siedepunkt gehalten, um Verluste 
an Polyphenolen, wie sie von Palma et al. bei MeOH-Extraktion v.a. für Catechine bereits 
beobachtet wurden, zu verhindern [Palma et al., 2001]. Für die alkalischen Hydrolysen (HA- 
und HE-Extrakte) wurde auf eine Erhitzung während der Extraktion verzichtet und stattdessen 
Ultraschall zur Erhöhung der Extraktionseffizienz eingesetzt. Artefaktbildungen im Zuge der 
Extraktionen können aber bspw. auch durch Sauerstoff oder Licht aufgetreten sein [Antony 
und Farid, 2022], welche zu Oxidationen geführt haben könnten. Die in allen drei 
Extraktgruppen detektierten Trihydroxyfettsäuren stellen potenzielle Oxidationsprodukte 
dar, die in Bier bereits nachgewiesen wurden [Hamberg, 1991] und auch während des 
Maischeprozesses gebildet werden [Garbe et al., 2005]. Allerdings könnte die deutlich größere 
Isomerenvielfalt an TriHOMe in den HE- und HA-Extrakten gegenüber den A-Extrakten 
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möglicherweise durch Oxidation während der Extraktion erklärt werden. Aufgrund der im 
Vergleich zu vielen anderen Studien milden Extraktionsbedingungen wurde jedoch von einem 
geringen Ausmaß an Artefaktbildung ausgegangen. Zudem könnten entsprechende 
Strukturen auch während des Brauprozesses entstanden sein und im BSG „natürlich“ 
vorkommen.  
Eine Schwierigkeit der analytischen Fragestellungen ergab sich sowohl für die Extrakte (HA- 
HE- und A-Extrakte) als auch die beiden Fraktionen (H- und F-Fraktionen) besonders aus der 
Strukturenvielfalt der Phenolamide und der DiFAs, deren vollständige chromatographische 
Auftrennung im Rahmen der Arbeit nicht umgesetzt werden konnte. Coelutionen vieler 
Hordatine traten auf, wobei die optimierte Methode (vgl. Kapitel 8.2.9.3) bereits eine 
signifikante Verbesserung zur ursprünglich eingesetzten Methode zur Identifikation der 
Polyphenole in Extrakten (vgl. Kapitel 8.2.9.1) darstellte. Die Coelutionen stellten hinsichtlich 
der Quantifizierung aufgrund des semiquantitativen Charakters kein Problem dar, führten 
jedoch zu einer unzureichenden Fraktionierung des Hordatinisolates (vgl. Kapitel 8.5). Die 
erhaltenen zehn H-Fraktionen waren daher Mischungen einzelner Hordatine, was die 
Interpretation der Ergebnisse in den Enzymassays erschwerte. So konnte final keine 
Einzelsubstanz als aktive Komponente identifiziert werden. Hinsichtlich der DiFAs war die 
Auftrennung mit Ausnahme der Coelution der beiden 8-8´-DiFA-Isomere mit FA sowie 
teilweise der Stereoisomere vollständig. Allerdings konnten auch mit der optimierten 
Methodik (vgl. Kapitel 8.2.9.2) trotz vorangeschalteter GPC keine reinen DiFAs aus dem FAO-
Isolat (vgl. Kapitel 8.4) gewonnen werden und die 37 erhaltenen F-Fraktionen stellen wie zuvor 
für die H-Fraktionen Mischungen verschiedener DiFAs, TriFAs sowie weiteren Komponenten 
(vgl. Kapitel 4.4.2) dar. So konnten die Ergebnisse in den Enzyminhibitionsassays keinen 
Einzelsubstanzen zugeordnet werden. Es kann weiterhin angenommen werden, dass nicht alle 
in den Extrakten enthaltenen Komponenten erfasst wurden, da lediglich bis zu 17 % A-Extrakt 
sowie 3 % HA-Extrakt und bis zu 48 % HE-Extrakt des Gesamtextraktes quantifiziert wurden. 
Einige weitere Substanzen wurden identifiziert (vgl. Publikation 2 Kapitel 4.2) jedoch nicht 
quantifiziert. Mit Ausnahme der Oxylipine stellten die Signale fernab der HCAs (für HE- und 
HA-Extrakte) und der Hordatine (A-Extrakte) keine Hauptsignale dar und es erscheint 
unwahrscheinlich, dass diese Komponenten der fehlenden Menge des Gesamtextraktes 
entsprechen. Demnach stellt die verwendete Chromatographie einen kritischen Faktor bei der 
finalen Erfassung der Inhaltsstoffe in den Extrakten und Fraktionen dar.  
Kritisch zu betrachten sind aufgrund der einmalig durchgeführten Isolierungen und 
Extraktionen auch die nachgewiesenen Gehalte an Hordatinen oder HCA-Derivaten in den 
Fraktionen und Extrakten sowie auch nachfolgend die Berechnung der Gehalte in BSG. Jeder 
der angewandten Extraktionsprozesse bestand aus mehreren Stufen gefolgt von einer 
Aufreinigung mittels SPE oder Säulenchromatographie. Um die quantitativen Daten valide auf 
die eingesetzte Menge an BSG zu beziehen, wäre zunächst die Bestimmung der 
Widerfindungsraten der Substanzen notwendig. Jedoch wurden die im Rahmen der Arbeit 
erhaltenen Gehalte als Schätzung auf BSG bezogen (vgl. Publikation 2 Kapitel 4.2), um sie mit 
Literaturdaten vergleichen zu können. Für die A-Extrakte sind die auf BSG relativierten 
Gesamthordatingehalte Tabelle 1 im Supplement Material B der Publikation 2 [Becker et al., 
2022a] zu entnehmen, die HCA-Derivat-Gehalte in HE- und HA-Extrakten der folgenden 
Tabelle (Tab. 10).  
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So enthielt BSG 1 ca. 24,0 mg pCA-Äq/100 g BSG, BSG 2 67,1–89,8 µg mg pCA-Äq/100 g und 
BSG 3 82,9–155,0 mg pCA-Äq/100 g. Die Ergebnisse zeigten, dass die Extraktionsprozesse 1 
und 3 vergleichbar waren, da die Gehalte der Extrakte aus Prozess 1 vergleichbar waren mit 
den Gehalten der Extrakte aus Prozess 3. So enthielten A2 und A4 (beide BSG 2) sowie A3 und 
A5 (beide BSG 3) vergleichbare Hordatinmengen, was die Reproduzierbarkeit der 
Extraktionsmethodik stützte. Prozess 1 und 3 waren bis auf den Mahlgrad des 
Ausgangsmaterials hinsichtlich der durchgeführten SLE vergleichbar. Insgesamt wären in den 
drei BSG-Chargen zwischen 0,024–0,15 % Hordatine enthalten, was für Minorkomponenten 
einem nicht unwesentlichen Anteil entspricht.  
Bezüglich der HCA-Derivate in den Extrakten aus alkalischem Aufschluss waren diese 
Beobachtungen nicht festgestellt worden. Wie bereits in Kapitel 4.2 diskutiert, waren 
zwischen den HE-Extrakten aus Prozess 1 und Prozess 2 (vgl. Abb. 55) Unterschiede bezüglich 
der Gehalte zu beobachten, welche u.a. auf die unterschiedlichen NaOH-Konzentrationen 
zurückgeführt wurden. Daher kann auch kein Vergleich zwischen den BSG-Chargen, wie zuvor 
für die Hordatine durchgeführt werden. Mit bis zu 327 mg/100 g BSG ist FA in hoher 
Konzentration vertreten und entspricht ca. 0,3 % (HE1–HE3), 0,1–0,3 % (HE4–HE6) und 0,05–
0,07 % (HA-Extrakte) des BSG. Alle anderen HCAs waren in geringerer Konzentration 
enthalten. Generell sind, wie zuvor für die Hordatine, 0,3 % für Minorkomponenten ein hoher 
Anteil. Alle auf BSG relativierten Gehalte sind jedoch lediglich als Schätzung zu betrachten und 
müssten in Validierungsexperimenten bestätigt werden.   
 
Tab. 10: Übersicht der Gehalte an FA, pCA, CA und DiFAs in HE- und HA-Extrakten bezogen auf 100 g BSG 
Trockengewicht; FA= Ferulasäure, pCA= p-Coumarsäure, CA= Kaffeesäure, DiFA= Ferulasäure-Dehydrodimer 

Extrakt FA  
[mg/ 100 g BSG] ± SD 

pCA  
[mg/ 100 g BSG] ± SD 

CA 
[mg/ 100 g BSG] ± SD 

DiFA  
[mg FA-Äq/ 100 g BSG] 
± SD 

HE1 302,86 32,82 33,87 1,94 15,19 0,64 25,46 0,68 
HE2 327,40 9,97 75,38 2,76 19,56 0,39 32,23 4,02 
HE3 328,32 1,98 97,01 6,31 36,66 1,54 34,25 3,88 
HE4 198,90 39,89 64,20 1,88 12,90 5,47 31,95 0,29 
HE5 125,15 0,69 40,92 2,26 n.q. n.q. 31,74 1,20 
HE6 314,80 56,83 94,85 15,06 18,35 1,55 50,78 2,51 
HA1 56,38 3,07 17,60 0,84 n.q. n.q. 7,31 0,95 
HA2 54,33 9,37 20,31 2,40 n.q. n.q. 6,56 0,42 
HA3 67,36 4,16 26,04 0,85 n.q. n.q. 9,03 0,86 

n.q. =nicht quantifiziert 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Im Folgenden sollen die drei Hauptfragestellungen der vorliegenden Arbeit zusammengefasst 
betrachtet werden. Hierbei sollen die Extraktcharakterisierung, die Isolierung relevanter 
Inhaltsstoffe sowie die biologische Aktivität der Extrakte und die hierfür relevanten 
Komponenten näher beleuchtet werden.  
 
6.1  Extraktcharakterisierung  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten zwei mehrstufige Extraktionsprozesse zur 
Generierung verschiedener BSG-Extrakte entwickelt werden. So umfasste der erste Prozess 
eine SLE mit wässrigem Aceton (60% organischer Anteil; Extrakte A1–A7) gefolgt von einem 
alkalischen Aufschluss des Rückstands mit Natronlauge (Extrakte HE1–HE3). Dahingegen 
wurden diese beiden Abfolgen im zweiten Prozess umgekehrt (HE4–HE6 und HA1–HA3). Alle 
Extrakte wurden final mittels SPE aufgereinigt und die HE-Extrakte zuvor zusätzlich einer 
EtOAc-Extraktion zur Entfernung freigesetzter Zucker (v.a. Mono–Oligosaccharide) 
unterzogen. Die Ausbeute war für alle Extrakte mit 0,8–3,5 g/100g sehr gering, was einerseits 
auf die exzessive Aufreinigung zurückzuführen war und andererseits auf die Tatsache, dass die 
Extraktion von Minorkomponenten im Vordergrund stand. Bezüglich der verschiedenen BSG-
Chargen (BSG 1: A1, HE1; BSG 2: A2, A4, A5, HE2, HE4, HA1; BSG 3: A3, A6, A7, HE3, HE5, HE6, 
HA2, HA3) sowie dem Einfluss einer vorangegangenen Entfettung des BSGs (A5, A7, HE6, HA3) 
konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Ausbeute und Rohmaterial beobachtet 
werden. Lediglich die Extraktionsmethodik stellte einen Einflussparameter für die Ausbeute 
dar, welche für die HA-Extrakte am größten war.  
Alle 16 Extrakte wurden sowohl qualitativ anhand ihres TPCs, TFCs sowie spezifischer 
Inhaltsstoffe via HPLC-ESI-MS/MS als auch (semi)quantitativ mittels HPLC-DAD hinsichtlich des 
Gesamthordatin- (A1–A7) bzw. des Hydroxyzimtsäuregehaltes (HA1–HA3 und HE1–HE6) 
untersucht. Die Daten der Charakterisierung wurden bezüglich des Einflusses der 
Extraktionsmethodik (HA-, A-, HE-Extrakt), vorangegangener Entfettung des 
Ausgangsmaterials und der BSG-Charge (BSG 1–3) verglichen.  
Die zunächst durchgeführten Analysen des TPCs zeigten, dass die HE-Extrakte (157,5 ± 13 bis 
351,5 ± 20,7 µg GÄq/mg Extrakt) signifikant höhere Gesamtphenolgehalte als die HA- 
(60,5 ± 2,6 bis 69,3 ± 6,7 µg GÄq/mg Extrakt) und die A-Extrakte (24,6 ± 3,3 bis 107,2 ± 15,8 
µg GÄq/mg Extrakt) aufwiesen. Hier zeigte sich deutlich die Relevanz der Extraktionsmethodik 
für die Höhe des TPC, welcher für alkalische Hydrolysen gefolgt von EtOAc-Extraktion (HE-
Extrakte) signifikant größer war im Vergleich zu den beiden anderen Methoden (HA- und A-
Extrakte). Neben dem Einfluss der Extraktionsmethodik wurde der Einfluss einer 
vorangeschalteten Entfettung des BSG sowie der BSG-Charge untersucht. So war ein gering 
höherer TPC-Gehalt für Extrakte aus zuvor entfettetem Material im Vergleich zum 
unbehandelten Rohmaterial nachgewiesen worden. Ähnliche Ergebnisse wurden bereits von 
Stefanello et al. publiziert, die etwa fünffach höhere TPC-Gehalte für Extrakte aus alkalischem 
Aufschluss gegenüber Aceton-Extrakten sowie leicht höhere TPC-Gehalte für zuvor entfettet 
Aceton-Extrakte beschrieben [Stefanello et al., 2018]. Zudem zeigten die im Rahmen der 
Arbeit erhaltenen Extrakte aus BSG 3 im Vergleich zu den beiden anderen Chargen durchweg 
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niedrigerer TPC-Gehalte. Die HE-Extrakte aus BSG 1 und BSG 2 wiesen hingegen ähnliche TPC-
Gehalte auf, unterschieden sich jedoch hinsichtlich der A-Extrakte. Da laut Literatur der TPC 
sowohl von dem verwendeten Malz und dessen Herstellungsprozess [Moreira et al., 2013a; 
Dvořáková et al., 2008] sowie dem Brauvorgang [Leitao et al., 2012] abhängt, waren 
unterschiedliche TPCs für die drei BSG-Chargen zu erwarten. Die angewandte 
Extraktionsmethodik zeigte jedoch den größten Einfluss auf den TPC-Gehalt. 
Ähnliche Beobachtungen konnten für den TFC gemacht werden, welcher etwa dreifach 
geringer war als der TPC. So konnte für einige Extrakte (A1–A3, A6, HA1–HA2) kein 
Gesamtflavonoidgehalt bestimmt werden. Der Trend hinsichtlich des niedrigsten Gehaltes in 
Extrakten des BSG 3 sowie höhere Gehalte in Extrakten aus zuvor entfettetem 
Ausgangsmaterial setzte sich hier fort. Auch Stefanello et al. beschrieb ca. drei–vierfach 
geringere TFC-Gehalte als TPC-Gehalte [Stefanello et al., 2018]. Die insgesamt niedrigeren 
TFC-Werte gegenüber den TPC-Werten sind durch den deutlich spezifischeren Assay 
begründet, welcher nicht wie der Folin-Ciocalteau-Assay reduzierende Substanzen erfasst, 
sondern spezifisch Flavonoid-Strukturen (vgl. Kapitel 8.2.8).  
Massenspektrometrische Untersuchungen bestätigten zunächst, was anhand von 
Literaturdaten vermutet worden war: Extrakte aus alkalischem Aufschluss (HE1–HE6) wie 
auch die mittels SLE aus dem Rückstand einer Hydrolyse hergestellten Extrakte (HA1–HA3) 
enthielten v.a. die sog. gebundenen Polyphenole FA, CA, pCA sowie in geringerem Maße 
DiFAs. Letztere werden durch Alkalibehandlung aus dem lignocellulosischem Material der 
pflanzlichen Zellwände freigesetzt [Stefanello et al., 2018; Moreira et al., 2012]. Die aus dem 
Rückstand des alkalischen Aufschlusses zur Herstellung der HE-Extrakte mittels SLE 
gewonnenen HA-Extrakte enthielten eine geringere Anzahl an HCAs. Der Großteil der 
freigesetzten HCAs war somit im ersten Schritt des Extraktionsprozesses im wässrigen, 
alkalischen Lösungsmittel extrahiert worden und nur geringe Reste wurden im zweiten Schritt 
mittels SLE isoliert. So konnte in den HA-Extrakten keine CA und nur die trans-Isomere der FA 
und pCA detektiert werden. Zudem war eine kleinere Anzahl von DiFAs enthalten. bspw. war 
die trans-cis-8-8´-DiFA und die trans-trans-5-5´-DiFA in den HA-Extrakten nicht detektierbar, 
wohingegen in den HE-Extrakten bis zu zehn verschiedene DiFAs beobachtet wurden. Dies 
spiegelte sich in den Gehalten wider. So war der FA-Gehalt in den HE-Extrakten 4–19-fach 
höher, der pCA-Gehalt 4–13-mal höher und der DiFA-Gehalt bestimmt als FA-Äq 7–20-fach 
höher als in den HA-Extrakten.  
Zwischen den BSG-Chargen und innerhalb der HE-Extrakte von Methodik 1 (vgl. S. 196 Abb. 55 
HE1–HE3) und 2 (HE4–HE6) konnten hinsichtlich der Gehalte Unterschiede beobachtet 
werden. So enthielten Extrakte aus BSG 3 tendenziell weniger FA und pCA als die der anderen 
BSG. Der aus entfettetem Rohmaterial gewonnene Extrakte HE6 aus BSG 3 wies hingegen den 
höchsten HCA-Gehalt auf und war signifikant höher als der vergleichbare Extrakt aus nicht 
entfettetem Material (HE5). Schließlich zeigte sich, dass Methode 1 (Prozess 1; alkalischer 
Aufschluss aus zuvor mit 60 %-igem Aceton extrahiertem BSG) effektiver FA, CA und pCA 
freisetzte und extrahierte als Methode 2 (Prozess 2; alkalischer Aufschluss aus BSG ohne 
vorherige SLE mit 60 %-igem Aceton), da die vergleichbaren Extrakte der Methode 1 (HE2–
HE3) höhere Gehalte aufwiesen als Extrakte der Methode 2 (HE4–HE5). Um die beobachteten 
Unterschiede zu verifizieren, ist eine Validierung der Extraktionsmethodiken notwendig. So 
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müsste bspw. die Wiederfindung innerhalb der SPE evaluiert werden und die Extraktion mit 
gleichem Prozess und gleicher BSG-Charge mehrmals wiederholt werden.  
Als weitere Schwierigkeit im Rahmen der Quantifizierung erwies sich das Fehlen der DiFAs als 
Reinsubstanzen. Um eine Abschätzung des Gehaltes vorzunehmen und v.a. einen Vergleich 
zwischen den einzelnen Extrakten ziehen zu können, wurden die DiFAs als FA-Äq bestimmt. 
Ähnlich wurde dies von Verni et al. publiziert, welche u.a. FA-Oligomere in enzymatisch 
behandeltem BSG als FA-Äq bestimmten [Verni et al., 2020]. Studien von Dobberstein und 
Bunzel, die sich mit der Isolierung und Trennung von DiFAs und TriFAs aus Getreide 
beschäftigen, zeigen jedoch deutliche Unterschiede in der UV-Absorption sowohl zwischen 
DiFAs und FA als auch innerhalb der verschiedenen DiFA-Isomere [Dobberstein und Bunzel, 
2010]. Eine tatsächliche Aussage über die Menge enthaltener DiFAs in den im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit gewonnen Extrakte ist daher nicht möglich. So kann lediglich ein Vergleich 
innerhalb der Extrakte vorgenommen werden. Folgeschritte wären hier gezielte Synthesen 
der DiFAs über oxidative Dimerisierung [Ralph et al., 1994; Waterstraat und Bunzel, 2018] 
oder Isolierung aus dem Rohmaterial [Dobberstein und Bunzel, 2010; Bunzel et al., 2004; 
Garcia-Conesa et al., 1997]. Im Rahmen der Arbeit wurde sich für eine Isolierung aus BSG 
entschieden, um zu gewährleisten, dass alle DiFAs, welche in den Extrakten enthalten waren, 
im Zuge der Isolierung gewonnen wurden.  
Neben den HCAs fanden sich in beiden Extraktgruppen (HA und HE) Suberin- und 
Azelainsäure, welche beide zur Gruppe der Dicarbonsäuren gehören und in Gerste 
natürlicherweise vorkommen [Khakimov et al., 2014]. Eine weitere in beiden Gruppen 
enthaltene Substanzklasse waren trihydroxylierte Linolensäurederivate, welche zu den 
Oxylipinen zählen und enzymatisch über LOX in Pflanzen als Stressreaktion gebildet werden 
[Weichert et al., 1999]. Bislang wurden sie in Bier detektiert, wo sie zum off flavour beitragen 
[Hamberg, 1991; Esterbauer und Schauenstein, 1977]. Hinsichtlich der qualitativen 
Bestimmung der einzelnen Inhaltsstoffe konnten keine bedeutenden Unterschiede zwischen 
den einzelnen BSG-Chargen oder ein Einfluss der Entfettung festgestellt werden. Auch in den 
Extrakten aus zuvor entfettetem Rohmaterial waren Oxylipine detektiert worden, was 
aufgrund ihrer Dreifachhydroxylierung und damit einhergehenden Erhöhung der Polarität ihr 
Vorkommen im wässrigen Extrakt aus alkalischer Hydrolyse nachvollziehbar ist. 
Im Gegensatz dazu konnten keine HCAs in den A-Extrakten detektiert werden und wenige 
freie Polyphenole wie u.a. Catechin oder Procyanidin B waren enthalten. Als signalintensivste 
Komponenten fanden sich in A1–A7 Phenolamide, v.a. Hordatine. Dies war bisher nur für Bier 
[Pihlava et al., 2016] und Gerste [Röpenack et al., 1998] beschrieben und zeigte die 
ausgeprägte Stabilität dieser Substanzklasse auf. So fanden sich zahlreiche Hordatine wie die 
Hordatine A, B und C, ihre hydroxylierten Derivate Hordatin A1, B1, C1, A2, B2 und C2 sowie 
zusätzlich Glykoside bis hin zu Dreifachglykosylierung. Weiterhin konnten Spermidin-
Konjugate beobachtet werden, welche jedoch kaum in Extrakten des BSG 3 enthalten waren. 
Nach ihrer Identifikation wurden die Hordatine quantifiziert, wobei wie bei den DiFAs eine 
Bestimmung als Äquivalente erfolgte. Nach einer Methode von Pihlava et al. wurden die 
Hordatine als pCA-Äq erfasst und unter Einbeziehung eines Korrekturfaktors Gehalte von 14,2 
± 0,5 bis 172,2 ± 2,1 µg pCA-Äq/mg Extrakt bestimmt. Dabei enthielt A1 als Extrakt aus 50 % 
Weizenanteil (BSG 1) den geringsten Gehalt gefolgt von A2 und A3. Es zeigte sich, dass sich 
eine Entfettung des Rohmaterials positiv auf den Hordatingehalt auswirkte. Insgesamt konnte 
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im Rahmen der Hordatinanalytik der Extrakte ein deutlicher Einfluss des Rohmaterials (BSG, 
Malz) sowie dessen Vorbehandlung (Entfettung) beobachtet werden. Allerdings war die 
Quantifizierung aufgrund der Nichtverfügbarkeit einer Reinsubstanz schwierig, aber kann als 
eine Abschätzung zum Vergleich der Gehalte innerhalb der A-Extrakte betrachtet werden. Eine 
geeignetere Substanz zur Quantifizierung könnte neben den Hordatinen selbst deren 
Vorläufer p-Coumaroylagmatin darstellen, welcher kommerziell erhältlich ist. Hordatine sind 
bis dato nicht umfassend erforscht, wobei eine Syntheseroute beschrieben ist. Hierbei erfolgt 
eine oxidative Dimerisierung von pCA zum Dimer, welches im Anschluss mit einem N,N´-di-
BOC-Agmatin zum N,N´,N´´,N´´´-tetra-BOC-Hordatin A kondensiert [Yamaji et al., 2007]. 
Methoden zur Isolierung von Hordatin A β‑D‑Glucopyranosid aus ungekeimter Gerste wurden 
2013 von Kohyama und Ono beschrieben, wobei der Prozess dem hier durchgeführten 
Extraktionsprozess ähnelte [Kohyama und Ono, 2013]. Wie zuvor für die DiFAs war die 
Isolierung der Hordatine aus BSG durchgeführt worden mit dem Ziel, enthaltene Hordatine zu 
fraktionieren, charakterisieren und hinsichtlich der biologischen Wirkung zu untersuchen.  
Neben den Phenolamiden und wenigen Flavonoiden, enthielten die A-Extrakte von BSG 1 und 
2 (A1, A2; A4, A5) die Aminosäure Tryptophan. Weiterhin konnten unabhängig von der BSG-
Charge oder der Vorbehandlung (Entfettung) in allen A-Extrakten Lyso-
Phosphatidylethanolamine sowie eine TriHOMe nachgewiesen werden, wobei diese sowie 
die Phenolamide im Rahmen der Arbeit zum ersten Mal in BSG identifiziert werden konnten.  
 
6.2 Isolierung von Naturstoffen  
Im Zuge der Extraktcharakterisierung wurden in allen drei Extraktgruppen (HA, HE, A) 
Inhaltsstoffe nachgewiesen, welche nicht kommerziell erhältlich waren, jedoch teilweise 
einen großen Anteil am Gesamtextrakt ausmachten. So waren besonders die HE-Extrakte 
gefolgt von den HA-Extrakten reich an DiFAs, wohingegen die A-Extrakte v.a. Hordatine 
enthielten. Für beide Substanzgruppen waren aus der Literatur Isolierungsprozesse bekannt, 
welche in modifizierter Form angewandt wurden.  
Hordatine als Hauptinhaltsstoffe der A-Extrakte wurden mittels SLE mit 60 %-igem Aceton 
gefolgt von einer Säulenchromatographie mittels C18e Material aufgereinigt und final 
präparativ aufgetrennt. Insgesamt ergab sich eine geringe Ausbeute von 21,5 mg bzw. 14,8 
mg/100 g entfettetem BSG, wobei eine Relation auf die Menge an BSG aufgrund der nur 
einmalig durchgeführten Isolierung und den zahlreichen Prozessschritten als Schätzung zu 
betrachten ist. Da es sich um sekundäre Pflanzenmetaboliten handelt, und damit um 
Minorkomponenten, war eine geringe Ausbeute zu erwarten. Allerdings gestaltete sich die 
Trennung der Hordatine als sehr komplex, da in Summe 71 verschiedene Hordatine 
identifiziert werden konnten. Dies ist der Tatsache geschuldet, dass neben dem Vorkommen 
hydroxylierter und nicht-hydroxylierter Hordatine sowie deren Glykoside jedes Hordatin als 
Stereoisomer oder für die Hordatine B, B1 und B2 sogar als Regioisomer auftreten können. 
Dies erschwerte die Auftrennung der einzelnen Hordatine, welche aufgrund der nur geringen 
strukturellen Unterschiede bereits komplex war. Final konnten zehn Fraktionen mit 
Gesamtgehalten von 60,7 ± 3,1 bis 259,6 ± 6,1 µg pCA-Äq/mg Fraktion bzw. 303,6 ± 15,3 bis 
1298, 1 ± 30,4 µg pCA-Äq/mg Fraktion unter Einbeziehung des Korrekturfaktors generiert 
werden, welche in ihrer Zusammensetzung variierten. Die aufgrund des Korrekturfaktors 
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fünffach höheren Hordatingehalte über 100 % deuteten bereits auf die Notwendigkeit einer 
Referenzsubstanz zur Quantifizierung hin. Eine grobe Auftrennung der nicht-hydroxylierten, 
hydroxylierten und der Glykoside gelang, jedoch konnte kein Hordatin als Reinsubstanz isoliert 
werden.  
Als weiterführende Arbeiten bietet sich hier die Isolierung im größeren Maßstab an. Zur 
Optimierung könnte der organische Anteil im Extraktionsmittel variiert werden, welche bei 
Kohyama und Ono bei 75% lag [Kohyama und Ono, 2013]. Die eingesetzte Menge an BSG 
müsste deutlich erhöht werden, um die Ausbeute zu steigern und die Chromatographie 
verbessert werden. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit böten andere Säulenmaterialien 
mit zusätzlichen Wechselwirkungen oder ausgeprägter sterischer Selektion hinsichtlich der 
Regioisomere sowie die chirale Chromatographie Verbesserungsmöglichkeiten. Zudem wäre 
interessant, welche der Hordatine natürlicherweise in ungekeimter bzw. gekeimter Gerste 
oder BSG vorkommen und welche durch die Prozessierung (Mälzen, Brauvorgang sowie 
eigentlicher Isolierungsprozess) entstanden sind. Da sich manche Fraktionen als aktiver in den 
in vitro-Enzyminhibitionsassays erwiesen als andere, wäre dies relevant hinsichtlich der 
Fragestellung, welches Rohmaterial am geeignetsten zur Isolierung ist. Alternativ wäre eine 
gezielte Synthese des Hordatins A eine Möglichkeit zur Gewinnung einer Reinsubstanz, welche 
v.a. zur Quantifizierung und Optimierung der MS-Methodik genutzt werden könnte. Hier käme 
bspw. die beschriebene Synthese von Yamaji et al. in Frage [Yamaji et al., 2007] oder 
möglicherweise oxidative Kupplungsreaktionen ausgehend von p-Coumaroylagmatin 
angelehnt an die Biosynthese der Hordatine.  
Als Hauptkomponenten in den HE-Extrakten sowie in geringerer Menge in den HA-Extrakten 
waren neben monomeren HCAs DiFAs detektiert worden, welche, wie die Hordatine, nicht als 
Reinsubstanzen kommerziell erhältlich waren. Um alle DiFAs zu erhalten, welche in den 
Extrakten beobachtet wurden, wurde die Isolierung gegenüber der Synthese bevorzugt. Eine 
Methode modifiziert nach Waterstraat und Bunzel, welche auf einer alkalischen Hydrolyse 
beruht, wurde angewandt auf BSG [Waterstraat et al., 2016; Waterstraat und Bunzel, 2019]. 
Um FA und pCA von den DiFAs zu separieren, wurde der eigentlichen präparativen Trennung 
eine GPC vorgeschaltet, welche jedoch nicht zur vollständigen Abtrennung führte. In Summe 
konnten neun DiFAs und sieben TriFAs identifiziert werden, wobei keine der erhaltenen 
Fraktionen rein war. So waren die früh eluierenden DiFAs aufgrund der Verunreinigung mit FA 
und pCA nicht rein erhalten worden und die spät eluierenden DiFAs und TriFAs ab Rt= 23–24 
min aufgrund von Vermischung mit TriHOMe- und TriHODA-Isomeren.  
Oxylipine waren in einem Großteil der Fraktionen enthalten, obwohl der BSG im Vorfeld 
entfettet worden war. Möglicherweise waren die TriHOMe- und TriHODA-Isomere im Zuge 
der Isolierung aus der Matrix freigesetzt worden, oder Aceton, welches zur Entfettung 
verwendet worden war, war nicht geeignet zur Entfernung von Oxylipinen oder deren 
Vorläufern. Gao et al. verwendeten bspw. Chloroform sowie eine Chloroform-MeOH-
Mischung zur Isolierung von Trihydroxyfettsäuren aus Trüffeln, was daher ein alternatives 
Extraktionsmittel darstellen könnte [Gao et al., 2001]. Weiterhin könnte eine Entfettung des 
Rohisolates vor präparativer Trennung eine geeignete Maßnahme zur Entfernung der 
Oxylipine sein, falls diese erst im Zuge der Isolierung freigesetzt wurden. Grundsätzlich 
könnten die erhaltenen Fraktionen ein weiteres Mal mit optimierter HPLC-Methodik fein 
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fraktioniert werden, wobei die Ausbeute, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Isolierung nicht ausreicht.  
Weiterhin waren teilweise unidentifizierte Komponenten in den F-Fraktionen enthalten, 
wobei eine Substanz mit dem m/z 723,5 und Fragmenten bei m/z 677,5/ 451/ 226/ 147 in 21 
Fraktionen detektiert wurde. Der Gradient der analytischen HPLC-Methode entsprach dem 
der HPLC-Methode zur präparativen Fraktionierung. Da die Rt der unbekannten Substanz bei 
18,5 min lag, ist daher davon auszugehen, dass es sich um ein Artefakt handelt, welches sich 
möglicherweise erst nach der Fraktionierung gebildet hat.  
Trotz der neben den DiFAs und TriFAs enthaltenen Komponenten, konnten Fraktionen mit 
hohen Signalintensitäten für einzelne DiFA-Isomere erhalten werden, welche die 
Strukturaufklärung der in den HE- und HA-Extrakten detektierten DiFAs unterstützte. So 
wurde im Rahmen der Fraktionierung eine optimierte HPLC-Methode etabliert, welche die 
Trennung der DiFAs in den HE-Extrakten ermöglichte, wenn auch FA mit den 8-8´-Isomeren 
der DiFAs coeluierte.  
Das Ziel, die einzelnen DiFAs als Reinsubstanzen zu isolieren, konnte wie für die Hordatine 
nicht erreicht werden. Die Isolierung sollte daher im größeren Maßstab sowie zusätzlich mit 
Entfettungsschritten mit Chloroform sowie einer Sephadex LH20-Säulung wiederholt werden. 
Da dieser Prozess damit sehr zeitaufwändig ist und die Ergebnisse der 
massenspektrometrischen Untersuchungen gezeigt haben, welche DiFA-Isomere enthalten 
sind, wären Synthesen der einzelnen DiFAs denkbar. Sie beruhen meist auf der Synthese des 
Ethylferulats und dessen oxidativer Kupplungsreaktion [Andreasen et al., 2000]. Bei der 
oxidativen Dimerisierung entstehen mehrere Isomere, wobei sich die präparative 
Aufreinigung aufgrund nicht vorhandener Oxylipine oder FA leichter gestalten könnte. Die 
gleiche Forschergruppe veröffentlichte Studien zu regioselektiven Syntheserouten 
verschiedener DiFAs mittels Nutzung von Mizellen [Larsen et al., 2001], was die Synthese 
deutlich spezifischer und u.U. die Auftrennung verschiedener Isomere hinfällig machen 
könnte.  
 
6.3 Biologische Aktivität  
Eines der Hauptziele der vorliegenden Arbeit war die Identifikation bioaktiver Komponenten 
in BSG, welche den Glucosestoffwechsel beeinflussen. Hierfür wurden vier relevante Enzyme 
(α-Glucosidase, α-Amylase, DPP IV, GPα) ausgewählt, welche an einer Vielzahl biologischer 
Prozesse im Körper beteiligt sind und daher eine große Bandbreite hinsichtlich des 
Glucosemetabolismus abdecken. So wurde in vitro-Enzyminhibitionsassays zunächst der 
Einfluss der hergestellten HE-, HA- und A-Extrakte auf die Enzyme α-Amylase, α-Glucosidase, 
DPP IV und GPα untersucht. Hierbei zeigte sich, dass keiner der Extrakte einen stark 
inhibierenden Einfluss auf α-Amylase aufwies. Gegenüber der DPP IV konnte keine mit der PK 
Sitagliptin vergleichbare Inhibition beobachtet werden. Zwar waren für eine Vielzahl der 
Extrakte (A7, HE1–HE6, HA3) IC550-Werte bestimmbar, doch diese waren ca. um den Faktor 
106 weniger potent als die PK, ein Wirkstoff in eingesetzten Diabetes-Medikamenten [Flatt, 
2008]. Für die beiden anderen Enzyme (α-Glucosidase und GPα) wurde jedoch eine potente 
Inhibition beobachtet. Extrakte A2–A7 sowie HE4 und HE5 inhibierten α-Glucosidase 
vergleichbar stark und teilweise sogar stärker wie die PK Acarbose, ein Wirkstoff in 
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verwendeten Diabetes-Medikamenten wie GlucoBay® [Calder und Geddes, 1989]. Auch 
hinsichtlich der GPα konnten potente Inhibitionen beobachtet werden, wobei für alle 
untersuchten Extrakte (A3–A7, HE1–HE5, HA1–HA2) IC550-Werte bestimmt werden konnten. 
Nahezu alle Extrakte außer HE2–HE4 waren signifikant potentere Inhibitoren als die PK 
Koffein. Im weiteren Verlauf wurde sich daher auf die beiden Enzyme GPα und α-Glucosidase 
fokussiert.  
Einige der in den Extrakten identifizierten Substanzen wie FA, pCA, CA, Catechin, Azelainäure, 
Suberinsäure, Procyanidin B2 und Tryptophan wurden als Reinsubstanzen in den beiden 
Enzyminhibitionsassays untersucht, wobei sich keine der Substanzen als potenter Inhibitor 
herausstellte. Sie wurden daher als aktive Komponenten in den Extrakten eher 
ausgeschlossen, wobei synergistische Effekte möglich sein könnten. Um dies zu untersuchen, 
könnten Mischungen der Reinsubstanzen in den Enzyminhibitionsassays analysiert werden, 
welche den in den Extrakten am IC50-Wert vorliegenden Konzentrationen entsprechen. 
Zumindest für die HCAs FA, pCA, CA in den HE- und HA-Extrakten liegen nach Abschluss der 
vorliegenden Arbeit quantitative Daten vor, sodass eine entsprechende Untersuchung leicht 
umgesetzt werden könnte.  
Da die Extraktausbeuten zu gering waren, um eine aktivitätsgeleitete Fraktionierung 
anzuschließen, wurden zwei Isolierungen relevanter Inhaltsstoffe durchgeführt. Hordatine als 
signalintensivste Substanzgruppe in den A-Extrakten wurden mittels SLE isoliert und zehn 
hordatinreiche Fraktionen in den beiden Enzyminhibitionsassays untersucht. Die Ausbeute 
war gering, sodass die Analysen einem ersten Screening entsprachen, doch konnten Effekte 
auf die α-Glucosidase nicht aber auf GPα beobachtet werden. Demnach wurden die Hordatine 
als aktive Komponenten gegenüber der GPα ausgeschlossen. Die im α-Glucosidase-
Inhibitionsassay potenten Fraktionen enthielten einerseits Hordatin-Hexoside (Fraktion H5) 
sowie den Vorläufer p-Coumaroylagmatin (Fraktion H8). Es wurde deutlich, dass spezifische 
Hordatine und nicht der Gesamthordatingehalt in den Extrakten für die Inhibition 
verantwortlich sein müssten. Um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren und die Arbeiten 
fortzuführen, müsste die Isolierung optimiert werden hinsichtlich der Auftrennung sowie der 
Ausbeute.  
Hinsichtlich der HE- und HA-Extrakte wurden DiFAs aus BSG isoliert und die erhaltenen 
Fraktionen ebenfalls in den beiden Assays untersucht. Dabei erwiesen sich lediglich vier der 
37 Fraktionen als inhibitorisch gegenüber α-Glucosidase, wobei keine Korrelation mit einem 
der Inhaltsstoffe zu erkennen war. Die enthaltenen DiFAs und Oxylipine waren auch in 
anderen nicht hemmenden Fraktionen detektiert worden. Die aktiven Komponenten der vier 
Fraktionen wurden daher nicht identifiziert und Rückschlüsse durch die Isolierung auf die 
inhibierenden Komponenten in den HE-Extrakten konnten nicht gezogen werden. Eine 
Substanzklasse, die jedoch von Bedeutung sein könnte, sind die Oxylipine, wobei bereits 
inhibitorische Effekte durch Trihydroxyfettsäuren bzw. Hydroxyfettsäuren beobachtet 
wurden [Paul et al., 2010; Nadeem et al., 2020].  
Im GPα-Inhibitionsassay hingegen, konnte vermehrt ein potentes Inhibitionspotential durch 
die F-Fraktionen gezeigt werden. Obwohl ein Großteil der Fraktionen aufgrund geringer 
Ausbeute nicht untersucht werden konnte, erwiesen sich 18 Fraktionen als starke Inhibitoren 
mit teilweise 50-fach potenterer Inhibition als die PK Koffein. Eine eindeutige Aussage 
hinsichtlich der aktiven Komponenten in den Fraktionen war wie zuvor für die α-Glucosidase 
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schwierig, da keine quantitativen Daten vorlagen und die Fraktionen meist Mischungen 
verschiedener Komponenten waren. Allerdings zeichnete sich eine Korrelation mit 
enthaltenen TriFAs ab, da alle Fraktionen, welche besonders potent waren, entsprechende 
Strukturen enthielten. Wie zuvor für die Hordatine müsste in Zukunft die Isolierung mit 
optimierter Auftrennung sowie höherer Ausbeute wiederholt werden.  
Die Substanzklasse der Oxylipine zieht sich durch alle Extrakte und F-Fraktionen, weshalb sich 
hier definitiv Forschungsbedarf hinsichtlich deren Bioaktivität gegenüber den untersuchten 
Enzymen des Glucosestoffwechsels ergibt. Ein erster Schritt wären molecular docking studies, 
in welchen untersucht werden könnte, ob es Bindungsaffinitäten der detektierten TriHOMes 
und TriHODAs zu den Enzymen gibt [Muegge und Rarey, 2001]. Auch könnten sie als 
Reinsubstanzen in den Enzyminhibitionsassays vermessen werden. Da die 
Trihydroxyfettsäuren in Bier enthalten sind [Esterbauer und Schauenstein, 1977], kann von 
einer guten Löslichkeit im wässrigen Medium ausgegangen werden, sodass ihre Untersuchung 
in den wässrigen in vitro-Enzyminhibitionsassays problemlos möglich sein sollte.  
Für die einzelnen Hordatine sowie die DiFAs und TriFAs stellen molecular docking studies, eine 
gute Möglichkeit dar, weitere Einblicke in das Inhibitionspotential zu erlangen. So könnte ein 
Screening der Substanzen genutzt werden, um die vermeintlich potentesten Strukturen 
herauszufiltern und sich in Synthesen oder Isolierungen auf diese zu fokussieren.  
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse jedoch, dass BSG den Glucosestoffwechsel 
beeinflussende Substanzen enthält. Die Screening-Ergebnisse der Isolierungen der 
Naturstoffe aus BSG weisen darauf hin, dass Hordatine und TriFAs ein Inhibitionspotential 
gegenüber α-Glucosidase bzw. GPα besitzen. Weiterhin rücken die Oxylipine, genauer gesagt 
die TriHOMes und TriHODAs, in den Fokus, da sie in allen Extrakten und vielen F-Fraktionen 
detektiert wurden. Ihre Quantifizierung könnte weitere Hinweise auf die aktiven 
Komponenten in den Extrakten liefern. 
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7 Fazit 
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die in vitro-Untersuchung von BSG-Inhaltsstoffen auf 
verschiedene Enzyme des Glucosestoffwechsels. So wurden zunächst BSG-Extrakte mittels 
unterschiedlicher Prozesse (HE-Extrakte: alkalische Hydrolyse gefolgt von EtOAc-Extraktion, 
HA-Extrakte: SLE mit 60 %-igem Aceton aus Rückstand der alkalischen Hydrolyse, A-Extrakte: 
SLE mit 60 %-igem Aceton) aus drei BSG-Chargen (BSG 1 (BioVT TUK): ca. 50 % 
Weizenmalz/50 % Pilsner Malz, BSG 2 (BioVT TUK): 100 % Weyermann® Vienna Malz und BSG 
3 (Orval Brauerei, Florenville): 90 % Pilsner Malz, 9 % Karamell-Malz und 1 % gerösteter und 
geschälter Gerste) hergestellt und charakterisiert. Zu Beginn wurden die beiden 
Summenparameter TPC und TFC ermittelt bevor im Anschluss via HPLC-ESI-
MS/MS-Messungen Einzelsubstanzen identifiziert sowie ausgewählte Leitsubstanzen mittels 
HPLC-DAD (semi)quantitativ bestimmt wurden.  
Hinsichtlich der biologischen Wirkungen waren die A-Extrakte aktiver als die HA- und HE-
Extrakte (vgl. Kapitel 4.1 [Becker et al., 2021]) und führten (außer Extrakt A1) zu einer 
potenten Inhibition der α-Glucosidase und GPα. Unter den HE-Extrakten inhibierten nur zwei 
der sechs Extrakte α-Glucosidase und keiner der HA-Extrakte erwies sich als potenter Inhibitor. 
Gegenüber der GPα zeigten jedoch auch die HA- und HE-Extrakte einen stark inhibierenden 
Einfluss, welcher durchschnittlich vergleichbar oder weniger ausgeprägt als durch die 
A-Extrakte war. Die detektierte DPP-IV-Inhibition (v.a. durch HE-Extrakte) wurde aufgrund des 
106-fach geringeren IC50-Wertes im Vergleich zur Positivkontrolle Sitagliptin nicht als 
biologisch relevant eingestuft und daher im Rahmen der Arbeit nicht weiter untersucht. Als 
viertes Enzym wurde die α-Amylase untersucht, wobei durch keine Extraktgruppe ein Effekt 
beobachtet werden konnte. Es ließ sich bereits festhalten, dass BSG Inhaltsstoffe mit 
α-Glucosidase und GPα-hemmendem Potential enthält.  
Im Folgeschritt sollten die aktiven Komponenten der Extrakte identifiziert werden, wobei 
aufgrund der geringen Ausbeute der Extraktionen keine aktivitätsgeleitete Fraktionierung, wie 
sie häufig zur Identifikation der bioaktiven Komponenten in Pflanzenextrakten eingesetzt 
wird, [Mani et al., 2022] durchgeführt werden konnte. Stattdessen ergab sich die gezielte 
Isolierung von Naturstoffen bzw. den identifizierten Leitsubstanzen aus BSG als dritte 
Fragestellung. Sowohl für die DiFA- als auch die Hordatin-Isolierung waren aus der Literatur 
bereits Methoden bekannt [Bunzel et al., 2004; Kohyama und Ono, 2013], welche modifiziert 
im Rahmen der Arbeit angewandt wurden. Beide Substanzgruppen konnten erfolgreich aus 
BSG gewonnen werden, wobei Phenolamide erstmals in BSG nachgewiesen wurden. 
Allerdings wurden weder reine DiFAs noch reine Hordatine erhalten und die generierten 
F- bzw. H-Fraktionen stellten Mischfraktionen verschiedener Isomere dar. Die Isolierung der 
Hordatine gestaltete sich durch die große Strukturvielfalt als sehr komplex und in Summe 
konnten 71 Phenolamide nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.3 [Becker et al., 2022a]), 
welche in zehn H-Fraktionen getrennt in „Hordatingruppen“ (Aglykone, Glykoside, 
hydroxylierte Hordatine) vorlagen. Die Auftrennung der DiFAs und TriFAs in den F-Fraktionen 
(vgl. Kapitel 4.4.2) war bis auf vereinzelte Isomere vollständig, allerdings enthielten zahlreiche 
Fraktionen weitere Substanzen wie Oxylipine, Azelainsäure oder die monomeren HCA. 
Möglichkeiten der Optimierung beider Isolierungen wurden im vorherigen Kapitel genauer 
erläutert (vgl. Kapitel 6.2). Alle Fraktionen wurden bei ausreichender Ausbeute im 
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α-Glucosidase- und GPα-Inhibitionsassay untersucht, um den Einfluss der Hordatine und DiFAs 
auf die beiden Enzyme festzustellen. Dies sollte im Anschluss ermöglichen, den Beitrag der 
beiden Substanzklassen am Inhibitionspotential der BSG-Extrakte zu beurteilen. Aufgrund des 
Vorliegens in Mischfraktionen war diese Korrelation allerdings schwierig und lediglich 
Hypothesen konnten aufgestellt werden. So ließ sich vermuten, dass TriFAs die GPα potent 
inhibieren (vgl. Kapitel 4.4.4) und Hordatin-Glykoside sowie p-Coumaroylagmatin die 
α-Glucosidase hemmen (vgl. Kapitel 4.1 [Becker et al., 2022a]). Grundsätzlich zeigten die 
Ergebnisse der Arbeit, dass BSG ein geeignetes Ausgangsmaterial zur Gewinnung der beiden 
biologisch aktiven Substanzgruppen darstellt.  
Neben den Leitsubstanzen ergaben sich als dritte Substanzgruppe mit potenzieller 
biologischer Wirkung die Oxylipine, welche in nahezu allen Fraktionen und Extrakten 
auftraten. Ihr Beitrag zur Inhibitionsstärke der Extrakte wurde im Rahmen der Arbeit nicht 
aufgeklärt, doch könnten gezielte Isolierungen und optimierte Auftrennung weitere Hinweise 
liefern.   
Da BSG mit über 39 Millionen Tonnen weltweiter Menge jährlich das größte „Abfallprodukt“ 
der Brauindustrie darstellt, stellen Nutzungsmöglichkeiten neben Viehfutter nachhaltige 
Alternativen dar [Mussatto, 2014]. Aktuelle Studien konnten bereits seinen Nutzen zur 
Erhöhung des Nährwertes von Lebensmitteln aufzeigen [Sahin et al., 2021; Pratap Singh et al., 
2020], aber auch biologische Wirkungen auf den Glucosestoffwechsel durch BSG-
Proteinhydrolysate wurden untersucht [Connolly et al., 2014]. Die Suche nach neuen, 
potenten Wirkstoffen zur Beeinflussung des Glucosestoffwechsels sind aufgrund der 
steigenden Inzidenz und Prävalenz von DM relevante Forschungsgebiete, wobei 
Pflanzenextrakte oftmals im Fokus standen [Magliano und Boyko, 2021; Alam et al., 2022]. Die 
im Rahmen der vorliegenden Arbeit als Leitsubstanzen und potenzielle Wirkstoffe bestimmten 
Hordatine und möglicherweise FAO waren im BSG mit max. 0,15 % bzw. 0,05 % enthalten. 
Eine Auswirkung von BSG bspw. als Zusatz in Brot [Merten et al., 2022] auf den BZ im 
Menschen ist anhand der vorliegenden Daten nicht abzuschätzen. Zum einen wurde die 
Beeinflussung des Glucosestoffwechsels lediglich in vitro untersucht und zum anderen sind 
die quantitativen Daten aufgrund der nicht validierten Extraktionsmethodik und des 
semiquantitativen Charakters als Annährung zu betrachten. Die geringen Gehalte der 
Minorkomponenten im BSG und die Tatsache, dass BSG als Zusatz und nicht alleiniges 
Lebensmittel konsumiert würde, lassen einen Einfluss auf den BZ durch BSG-haltiges Brot 
(bspw. 20 % Anteil am Mehl) als unwahrscheinlich einschätzen. Die Ergebnisse der Arbeit 
zeigen vielmehr das Potential von BSG als Ausgangsmaterial zur Gewinnung bioaktiver 
Substanzen auf.  
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8 Material und Methoden 
8.1 Materialien 
8.1.1 Verbrauchsmaterialien 
Diaphragma (Laboratory Film Parafilm® “M”)    

Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA 

Einwegspritze (Omnifix® 5 mL, 2 mL, 1 mL)      
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland 

Einwegkanüle (Sterican® G20 0,8/0,9 x 40 mm)    
B. Braun Melsungen AG 

Filterpapier  

 Filterpapier (MN 615, 90 mm)     
Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

 Filterpapier Grade P81, 2.5 cm     
Whatman, Dassel, Deutschland 

HPLC-Säulen und Vorsäulen 

 Synergie 4u polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm mit Vorsäule Synergi Polar RP 3 x 4 mm 
 Phenomenex, Torrance, USA 

 Synergi 4u polar RP 80 Å, 250 x 10 mm    
Phenomenex, Torrance, USA 

 TSKgel G1000HXL, 5 µm, 7.8x300 mm mit Vorsäule TSKgel HXL-L 6 mm ID 4 cm
 Tosoh Bioscience, Griesheim, Deutschland 

 VSPher PUR C18-SE, 5µm, 250 x 4.6 mm mit Vorsäule VDSphere PUR C18-SE 4 x 5 mm
 VDS optilab, Berlin, Deutschland 

 VSPher PUR C18-SE, 5µm, 250 x 20 mm     
VDS optilab, Berlin, Deutschland 

HPLC-Vials (32 x 11.6 mm)        
WICOM (Amberg, Deutschland) und Buddeberg (Mannheim, Deutschland)  

HPLC-Vials-Schraubkappen (9 mm, PP, 6 mm Loch)    
WICOM (Amberg, Deutschland) und Buddeberg (Mannheim, Deutschland) 

Inserts for HPLC-Vials        
 Diagonal (Münster, Deutschland) und Buddeberg (Mannheim, Deutschland) 

Membranfilter (0,45 µm) PVDF 
 Diagonal (Münster, Deutschland) und Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) 

Mikroplatten 

 Klare 96-Well-Mikroplatten      
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Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

 Schwarze 96-Well-Mikroplatten für Fluoreszenz  
VWR International, Radnor, USA 

Pipettenspitzen 10/200/1000 µL    
Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Pipettenspitzen 5000 µL 
Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  

PP-Zentrifugenröhrchen 15/50 mL klar/braun    
Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

Reaktionsgefäße 1,5/2 mL     
Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

SPE-Kartuschen 

 Strata C18-E (55 µm, 70 Å; 20g/60 mL) 
Phenomenex, Torrance, USA 

8.1.2 Geräte 
Biofreezer VIP Series   

Sanyo, Eschborn, Deutschland 

Gefriertrocknung „Alpha 1-4 LSC“  
Christ, Osterode am Harz, Deutschland 

Getreidemühle KoMo Fidibus 21 
KoMo, Hopfgarten, Österreich 

HPLC-DAD I 1200 Series  

Degasser: G1322A, Quaternäre Pumpe: G1311A, Autosampler: G1329A, Säulenofen: 
G1316A, Thermostat G1330 B, DAD-Detektor: G1315D 

Agilent, Santa Clara, USA 

HPLC-DAD II 1200er Series  

Degasser: G1379B, Binäre Pumpe G1312A, Autosampler G1329A, Thermostat G1330 B, 

Säulenofen G1316A, DAD-Detektor: G1315D 
Agilent, Santa Clara, USA 

HPLC-MS/MS I 

 HPLC 1100 Series Degasser: G1322A, Quarternäre Pumpe: G1311A, Autosampler: 
G1387A, Säulenofen: G1316A, VWD-Detektor: G1314A  
Agilent, Santa Clara, USA 

 MS/MS: API 2000 
AB Sciex, Framingham, USA 
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HPLC-MS/MS II 

 HPLC 1200 Series Degasser: 1379B, Binäre Pumpe: G1312B SL, DAD-Detektor: 
G4212A, Säulenofen: G1316C, Autosampler: G1317C, Thermostateinheit: G1330B
 Agilent, Santa Clara, USA  

 MS/MS: API 3200  
AB Sciex, Framingham, USA 

HPLC-MS/MS III 

 HPLC 1290 Infinity Degasser: 1379B, Binäre Pumpe: G4220A, DAD-Detektor: G1315C,  

Säulenofen: G1316B, Autosampler: G4226A, Thermostateinheit: G1330B  
 Agilent, Santa Clara, USA 

 MS/MS: QTRAP 5500  
 AB Sciex, Framingham, USA 

Kühlschrank-Gefrierkombinationen  
Liebherr International, Bulle, Schweiz  

Magnetrührer „MR 3001“  
Heidolph, Schwabach, Deutschland  

Magnetrührer „IKA“  
VWR International, Radnor, USA   

pH-Meter „pH 522“  
WTW, Weilheim, Deutschland 

pH-Meter  
Hanna Instruments, Vöhringen, Deutschland 

Pipetten 

 Elektrische Mehrkanalpipette Xplorer 30–300 µL     
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 Elektrische Einkanalpipette Xplorer 0,5–10 µL, 100–1000 µL   
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

 Pipetten „Research Plus“ 0,5–10 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL, 1000–5000 µL  
 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 Pipetten „Research Pro“ 0,5–10 µL, 10–100 µL, 100–1000 µL, 1000–5000 µL 
Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 Pipetten 100–1000 µL, 1000–5000 µL 
Sunlab von NeoLab, Heidelberg, Deutschland 

Plattenlesegerät „Synergy 2“   
Biotek, Berlin, Deutschland  

Präparative HPLC 1200 Series  
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MWD-Detektor: G1365D, 2x präparative Pumpe: G1361A, Fraktionensammler G1364C 
Agilent, Santa Clara, USA 

Rotationsverdampfer 

 Rotavapor “CVC 3000”, “IKA RV 10 digital”, “IKA HB 10 digital”   
 Vacuubrand, Wertheim, Deutschland 

 Büchi Rotavapor RE11       
Büchi, Essen, Deutschland 

 vacuubrand Membranpumpe, vacuubrand CVC24 
Vacuubrand, Wertheim, Deutschland  

Säulenpackungsmaterial Chromabond C18 EC (64 Å, 31 µm) 
Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 

SPE-Kammern         
ASHCROFT Instruments, Baesweiler, Deutschland 

Ultraschallbad „Sonorex Super AK 102 P“     
Bandelin, Hagen, Deutschland 

Ultraschallbad „Sonorex Super AK 106“     
Bandelin, Hagen, Deutschland 

Vakuumkonzentrator         
Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Vortexmischer         
Heidolph, Schwabach, Deutschland und VWR International, Radnor, USA 

Waagen 

 Feinwaage „210 S”  
Sartorius, Göttingen, Deutschland  

 Feinwaage „410 S”   
Sartorius, Göttingen, Deutschland   

 Feinwaage „CP 244S“   
Sartorius, Göttingen, Deutschland 

 Feinwaage „BP 410 S“  
Sartorius, Göttingen, Deutschland 

 Ultrafeinwaage “XP6U Comparator”   
Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Wasserbad 

 Wasserbad „SW 20C“        
Julabo, Seelbach, Deutschland  

 Wasserbad „220 0,5 AMP-I“  
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Köttermann Labortechnik, Uetze, Deutschland 

Zentrifugen 

 Zentrifuge 5415 C   
Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

 Zentrifuge 5417 R   
Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

 Zentrifuge Multifuge 1 L-R   
Heraeus, Hanau, Deutschland 

 Zentrifuge „Rotanta 96 RS“   
Hettich, Kirchlengern, Deutschland 

8.1.3 Chemikalien 
Aceton 99,5 % for analysis  

VWR International, Radnor, USA 

Acetonitril 

 HiPerSolv CHROMANORM®, for HPLC LC-MS grade 
VWR International, Radnor, USA 

 HiPerSolv CHROMANORM®, super gradient grade HPLC 
VWR International, Radnor, USA 

Adenosinmonophosphat (AMP) > 99%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Aluminiumchlorid 99,99 % wasserfrei (AlCl3)  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ameisensäure 

 Ameisensäure p.A. ≥ 98%  
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland  

 Ameisensäure p.A.  
J.T.Baker Avantor, Radnor, USA 

 Ameisensäure Optima LC-MS grade  
Fisher chemicals, New Hampshire, USA 

Azelainsäure ≥ 98% 
Larodan, Solna, Schweden 

(+)-Catechin ≥ 99 %  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

p-Coumarsäure ≥ 98%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

L-Cystein freie Base  
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Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

3,4-Dimethoxyzimtsäure 99%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat Monohydrat p.A. (Na2HPO4*H2O) 

Merck, Darmstadt, Deutschland 

DMSO 99,9 % for spectroscopy 
J&K Scientific, Pforzheim, Deutschland 

EDTA-Dinatriumsalz Dihydrat,  ≥ 99 %  
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

(−)-Epicatechin ≥ 90 % 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ethanol absolute ≥ 99,5 %  
CHEMSOLUTE®, Th. Geyer Co. KG, Renningen, Deutschland 

Ethylacetat   

 Ethylacetat ≥ 99,8 %, HiPerSolv Chromanorm® 

VWR International, Radnor, USA 

 Ethylacetat p.A. 

Honeywell Fluka Fisher Scientific, New Hampshire, USA 

Enzyme 

 α-Glucosidase aus Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.20) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 α-Amylase aus Schweinepankreas (EC 3.2.1.1) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 Human DPP IV (recombinant aus Hi5 Zellen) (EC 3.4.14.5) 
Active Bioscience, Hamburg, Deutschland 

 Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae (EC 1.1.1.49) 
AlfaAesar, Kandel Deutschland 

 Glykogenphosphorylase α (GPα) aus Hasenmuskel (EC 2.4.1.1) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 Phosphoglucomutase (PGM) aus Hasenmuskel (EC 5.4.2.2) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Enzymlösungen 

 Attenuzyme Core, 1600 AGU/g  
Novozymes, Bagsvaerd, Dänemark 

 FAN Boost 4 AU/g  
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Novozymes, Bagsvaerd, Dänemark   

 Termamyl SCDS, 240 KNU 
Novozymes, Bagsvaerd, Dänemark 

Essigsäure 100 % p.A.   
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und J.T. Baker Avantor (Radnor, USA) 

Folin-Ciocalteau-Reagenz 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Gallussäure 98 %  
Alfa Aesar, Kandel, Deutschland 

Gentisinsäure 99%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glucobay® 100 (Wirkstoff Acarbose) 
Bayer Pharmaceuticals, Berlin, Deutschland 

D-(+)-Glucose   
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

β-Glycerophosphat Dinatriumsalz Pentahydrat 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Isopropanol ≥ 99,8 %, HiPerSolv Chromanorm® 
VWR International, Radnor, USA 

Isoxanthohumol 98,84 % 
Phytolab, Vestenbergsgreuth, Deutschland 

Januvia® 100  (Wirkstoff Sitagliptin) 
MSD Sharp & Dohme GmbH, München, Deutschland 

Kämpferol ≥ 99%  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

Kaffeesäure ≥ 98% 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Kaliumdihydrogenphosphat p.A.  (KH2PO4) 
Merck, Darmstadt, Deutschland 

Koffein   
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Magnesiumsulfat Heptahydrat p.A. (Mg2SO4*7H2O)  
Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol ≥ 99,9 %, HiPerSolv Chromanorm® 
VWR International, Radnor, USA 

Moupinamid 99.39%   
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Phytolab, Vestenbergsgreuth, Deutschland 

Natriumacetat p.A.   
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumchlorid p.A. 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumcarbonat p.A.  
Merck, Darmstadt, Deutschland  

Natriumdihydrogenphosphat p.A. (NaH2PO4) 
Riedel de Haen, Seelze, Deutschland  

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumnitrit ≥ 99% (NaNO2)  
Sigma-Alrich, St. Louis, USA 

Natriumsulfat p.A. wasserfrei (Na2SO4) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natronlauge 98% p.A. (NaOH) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADP) 
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Procyanidine 

 Procyanidin B1 ≥ 90%  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

 Procyanidin B2 96.69 % 
Phytolab, Vestenbergsgreuth, Deutschland 

 Procyanidin B3 ≥ 95 %  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

 Procyanidin B4 ≥ 90 %  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

Quercetin ≥ 95 %   
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Rhamnazin 98.30 %  
Extrasynthèse, Genay Cedex, Frankreich 

Salzsäure (HCl) 
CHEMSOLUTE®, Th. Geyer Co. KG, Renningen, Deutschland 

Sebacinsäure ≥ 98 %  
Larodan, Solna, Schweden 
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Suberinsäure ≥ 98 %  
Larodan, Solna, Schweden 

Substrate  

 2-Chloro-4-nitrophenyl-α-D-maltotriosid (CNPG3) 
Apollo Scientific, Stockport, Großbritannien   

 4-Nitrophenyl-β-D-glucopyranosid (pNPG)  
Acros Organics, Geel, Belgien 

 Glycyl-L-prolin 7-amido-4-methylcoumarin Hydrobromid (H-Gly-Pro-AMC) 
 Carbosynth, Staad, Schweiz 

 Glykogen aus Auster       
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Syringasäure 98 % + 
Alfa Aesar, Kandel, Deutschland 

Tetrahydrofuran (THF) HPLC grade   
VWR International, Radnor, USA 

trans-Ferulasäure 99% 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

trans-Zimtsäure 99%  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Tricin 98.77 %  
Phytolab, Vestenbergsgreuth, Deutschland 

(9,10,13)-Trihydroxyoctadecensäure > 99% (9,10,13-TriHOMe) 
Larodan, Solna, Schweden 

(9,12,13)-Trihydroxyoctadecensäure > 99% (9,12,13-TriHOMe) 
Larodan, Solna, Schweden 

TRIS Hydrochlorid (HCl)  ≥ 99 %  
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Tryptophan ≥ 98 %   
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Wasser, bidest. 

Xanthohumol 99,76 %  
Phytolab, Vestenbergsgreuth, Deutschland 

 

 

 

Material und Methoden 



Material und Methoden 

193 
 

8.2 Aufarbeitung und Charakterisierung der BSG 
Folgende BSG wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet und vor Entfettung 
und/oder Extraktion zunächst gefriergetrocknet. 
 
Tab. 11: Übersicht der verwendeten Treberchargen. BSG: Biertreber 

BSG/Code Produktionsdatum Produzent Verwendetes Malz 
1 / 180417 17.04.2018 TUK, Lehrstuhl BioVT Pilsner Malz (45,7 %) 

Weizenmalz (54,3 %) 
2 / 170711 11.07.2017 TUK, Lehrstuhl BioVT Wiener Malz (100 %) 
3 / 171215 15.12.2017 Orval Brauerei, Belgien Pilsner Malz (90%), 

Karamellmalz (9%), geschälte, 
geröstete Gerste (1%) 

 

8.2.1 BSG-Entfettung 
Einzelne BSG-Proben wurden in Kooperation mit dem Projektpartner, der Arbeitsgruppe von 
Professor Thiel (TU Kaiserslautern) vor Extraktion entfettet. Die BSG-Proben (BSG 2 und BSG 3) 
wurden unter Rückfluss über Nacht im Verhältnis 300 g/3500 mL Isopropanol extrahiert. Die 
entfetteten Proben wurden getrocknet und ausgewogen.  
 
8.2.2 Extraktherstellung Prozess 1 (A1–A3, HE1–HE3) 
Gefriergetrockneter, zerkleinerter BSG wurde eingewogen (Tab. 12) und zweimal für je 30 min 
bei 60 °C im Wasserbad unter Rühren mit 60 %-igem Aceton im Verhältnis 1 g/20 mL 
extrahiert. Die beiden Extrakte wurden vereinigt, filtriert, das Lösungsmittel am Rotavapor bei 
40 °C entfernt und die Extrakte in Wasser aufgenommen. Zur besseren Löslichkeit wurde 
das Gesamtvolumen mit ca. 10 % Anteil MeOH (MeOH; final 10 % MeOH-Anteil in 
Extraktlösung) versetzt. Der Rückstand der Extraktion wurde mit 4 M Natriumhydroxid (NaOH) 
im Verhältnis 1 g/27 mL über 90 min im Ultraschallbad hydrolysiert. Anschließend wurden die 
Proben zentrifugiert (10 min, 2000 g) und der Überstand mit konzentrierter Salzsäure (HCl) 
auf pH ≤ 2 angesäuert. Die Extrakte wurden erneut zentrifugiert (10 min, 2000 g) und 
anschließend dreimal mit je 200 mL EtOAc extrahiert (vgl. elektronischer Anhang Tab. 39 Seite 
G). Das Lösungsmittel wurde im Vakuum bei 40 °C entfernt, die Extrakte in Wasser 
aufgenommen (ca. 50 mL) und das Gesamtvolumen mit ca. 10 % Anteil MeOH versetzt. Alle 
Extrakte wurden mittels SPE (s. Kapitel 8.2.5) aufgereinigt.  
 
Tab. 12: BSG-Einwaagen Extraktionsprozess 1 sowie Nomenklatur resultierender Extrakte. BSG: Biertreber  

BSG Einwaage [g] Resultierende Extrakte 
1  10,050 A1 und HE1 
2  15,518 A2 und HE2 
3  11,662  A3 und HE3 

 

8.2.3 Extraktherstellung Prozess 2 (HE4–HE6, HA1-HA3) 
Gefriergetrockneter, zerkleinerter BSG wurde eingewogen (s. Tab. 13) und über 90 min im 
Ultraschallbad mit NaOH (4 M) im Verhältnis 1 g/10 mL hydrolysiert. Die Extrakte wurden 
filtriert, der Überstand mit konzentrierter HCl auf pH ≤ 2 angesäuert und die Proben 
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zentrifugiert (10 min, 2000 g). Der erhaltene Überstand wurde je dreimal mit dem gleichen 
Volumen EtOAc wie zuvor NaOH extrahiert und abschließend das Lösungsmittel im Vakuum 
bei 40 °C entfernt. Die Extrakte wurden in Wasser aufgenommen (ca. 50 mL) und das 
Gesamtvolumen mit ca. 10 % Anteil MeOH (final 10 % MeOH-Anteil in Extraktlösung) versetzt. 
Der Rückstand des alkalischen Aufschlusses wurde zur SLE mit 60 %-igem Aceton (1 g/10 mL) 
verwendet. Die Präzipitate wurden hierfür mit 60 %-igem Aceton bei 60 °C über 30 min unter 
Rühren extrahiert (vgl. elektronischer Anhang Tab. 39 Seite G). Der Prozess wurde über Nacht 
wiederholt. Die vereinigten Acetonphasen wurden mit konzentrierter HCl auf pH ≤ 2 
angesäuert, filtriert und das Lösungsmittel im Vakuum bei 40 °C entfernt. Die Extrakte wurden 
in Wasser aufgenommen (ca. 50 mL) und das Gesamtvolumen mit ca. 10 % Anteil MeOH 
versetzt. Alle Extrakte wurden mittels SPE (s. Kapitel 8.2.5) aufgereinigt. 
 
Tab. 13: BSG-Einwaagen Extraktionsprozess 2 sowie Nomenklatur resultierender Extrakte. BSG: Biertreber 

BSG Einwaage [g] Resultierende Extrakte 
2  30,499 HE4 und HA1  
3  29,569 HE5 und HA2 
3 entfettet  26,488  HE6 und HA3 

 

8.2.4 Extraktherstellung Prozess 3 (A4–A7) 
Die gefriergetrockneten, zerkleinerten BSG wurden im Vorfeld mittels einer Getreidemühle 
sehr fein zu einem Pulver vermahlen. Extraktionsprozess 3 wurde im Rahmen eines 
Forschungspraktikums (Simone Beller, WS 18/19) durchgeführt. Die BSG wurden eingewogen 
und mit 60 %-igem Aceton zweimal bei 60 °C über 30 min unter Rühren extrahiert (Tab. 14). 
Die vereinigten Extrakte wurden filtriert, das Lösungsmittel am Rotavapor im Vakuum bei 
40 °C entfernt und kontinuierlich in Wasser aufgenommen. Das Gesamtvolumen wurde am 
Ende mit 10 % Anteil MeOH versetzt. Die erhaltenen Extrakte wurden mittels SPE (s. Kapitel 
8.2.5) aufgereinigt.  
 
Tab. 14: BSG-Einwaagen und Lösungsmittelverhältnis Extraktionsprozess 2 sowie Nomenklatur resultierender 
Extrakte. BSG: Biertreber 

BSG Einwaage [g] Verhältnis BSG/60 %-igem Aceton Resultierende Extrakte 
2  29,000 10,3 A4 
2 entfettet  26,059 11,5 A5 
3  26,800 11,2 A6 
3 entfettet  26,860 11,2 A7 

 

8.2.5 Aufreinigung der Extrakte 
Alle erhaltenen Extrakte aus den drei Extraktionsprozessen (A1–A7, HE1–HE6, HA1–HA3) 
wurden mittels SPE aufgereinigt. Hierfür wurden die SPE-Kartuschen (Strata C18-E, 55 µm, 
70 Å; 20 g/60 mL; Phenomenex) zunächst konditioniert mit 3 x 40 mL 1 %-iger Essigsäure in 
MeOH und anschließend mit 3 x 40 mL 1 %-iger Essigsäure in bidest. Wasser äquilibriert (pH 
2,6). Die Probenaufgabe erfolgte in mehreren Schritten, abhängig von der Beladung des 
Adsorbermaterials. Die Kartuschen wurden, abhängig von der Beladung, mit 5-9 x 40 mL 
1 %- iger Essigsäure in bidest. Wasser gewaschen und abschließend mit 2 x 45 mL 1 %-iger 
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Essigsäure in MeOH eluiert. Die Eluate wurden in eingewogenen PP-Zentrifugenröhrchen an 
der Vakuumzentrifuge (20 mbar, 1400 rpm, RT) dreimal auf etwa 4-5 mL eingeengt und jedes 
Mal mit bidest. Wasser auf ca. 12 mL aufgefüllt, um das Lösungsmittel vollständig zu 
entfernen. Die so erhaltenen Eluate wurden gefriergetrocknet, ausgewogen, gemörsert und 
bis zur Verwendung lichtgeschützt bei −20 °C gelagert.  
 
8.2.6 Übersicht und Extraktnomenklatur 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Extrakte aus drei verschiedene BSG-Chargen 
mittels unterschiedlicher Extraktions- und Vorbehandlungsprozesse hergestellt (s. Abb. 55). 
So lieferten Extraktionsprozess 1 und 3 die Extrakte A1–A7 (Aceton), Prozess 1 und 2 die 
Extrakte HE1–HE6 (Hydrolyse und EtOAc-Extraktion) und Prozess 2 die HA1–HA3-Extrakte 
(Hydrolyse und Aceton-Extraktion, vgl. Tab. 15).  
 
Tab. 15: Übersicht über die hergestellten Extrakte in Kombination mit BSG-Charge, Extraktionsprozess und – 
mittel sowie optionaler Vorbehandlung. BSG: Biertreber 

Name BSG/Code Prozess „Vorbehandlung“ Hauptextraktionsmittel 
A1 1/180417 1 - 60 %-iges Aceton 
A2 2/170711 1 - 60 %-iges Aceton 
A3 3/171215 1 - 60 %-iges Aceton 
HE1 1/180417 1 60 % Aceton NaOH + EtOAc 
HE2 2/170711 1 60 % Aceton NaOH + EtOAc 
HE3 3/171215 1 60 % Aceton NaOH + EtOAc 
HE4 2/170711 2 - NaOH + EtOAc 
HE5 3/171215 2 - NaOH + EtOAc 
HE6 3/171215 2 Entfettung NaOH + EtOAc 
HA1 2/170711 2 Hydrolyse 60 %-iges Aceton 
HA2 3/171215 2 Hydrolyse 60 %-iges Aceton 
HA3 3/171215 2 Entfettung + Hydrolyse 60 %-iges Aceton 
A4 2/170711 3 - 60 %-iges Aceton 
A5 2/170711 3 Entfettung Entfettung + 60 %-iges Aceton 
A6 3/171215 3 - 60 %-iges Aceton 
A7 3/171215 3 Entfettung Entfettung + 60 %-iges Aceton 
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Abb. 55: Übersicht der durchgeführten Extraktionen. BSG: Biertreber, SPE: Festphasenextraktion 

 

8.2.7 Bestimmung des total phenolic content (TPC) mittels Folin-Ciocalteau-
Methode 

Prinzip 
Die Bestimmung des TPC nach Folin-Ciocalteau beruht auf der Redoxreaktion phenolischer 
Komponenten und anderer reduzierend wirkender Substanzen mit einer Lösung aus 
Molybdatophosphorsäure und Wolframatophosphorsäure (Folin-Reagenz, FC-Reagenz) in 
alkalischem Milieu. Dabei kommt es zur Bildung eines Komplexes, welcher bei 750 nm 
absorbiert und photometrisch bestimmt werden kann. Als Referenz dient Gallussäure, welche 
als externe Kalibrierung mitgeführt wird. Gesamtphenolgehalte werden demnach als GÄq 
ausgedrückt. Da neben phenolischen Komponenten andere reduzierende Substanzen wie 
bspw. Zucker erfasst werden, ist der Assay nicht spezifisch, findet jedoch trotzdem als einfache 
und schnelle Methode zur Abschätzung des Gesamtphenolgehaltes vielfach Anwendung 
[Ainsworth und Gillespie, 2007]. Die Untersuchung des TPC erfolgte modifiziert auf Grundlage 
vorangegangener Arbeiten im Arbeitskreis [Fuchs et al., 2020].   
 
Verwendete Chemikalien und Lösungen 
 Folin-Reagenz (10 %) 1:10 mit bidest. Wasser verdünnen 

 
 

Überstand Überstand Überstand 

Überstand 
Rückstand Überstand Rückstand Überstand 

Prozess 1 Prozess 2 Prozess 3 
Drei Treberchargen (BSG 1–3) 

60 %-iges 
Aceton 

60 %-iges 
Aceton 4 M NaOH 

Überstand 

4 M NaOH 

HCl 

Ethyl-
acetat 

Ethyl-
acetat 

HCl 60 %-iges 
Aceton 

HCl 

A1–A3 

Org. Phase: 
HE1–HE3 

Org. Phase: 
HE4–HE6 

HA1–HA3 

A4–A7 

SPE 
Gefriertrocknung 

16 Extrakte 

Material und Methoden 



Material und Methoden 

197 
 

 Natriumcarbonatlösung (100 g/L)  
 Referenz Gallussäure: 

- 20–200 µg/mL in DMSO  
 Probe: Extraktlösungen in DMSO (250–1000 µg/mL) 
 
Durchführung 
Zunächst wurden 10 µL Probe, Negativkontrolle (DMSO; NK) oder Standardlösung (Referenz 
Gallussäure) in eine 96 Well-Mikroplatte vorgelegt, mit 100 µL FC-Reagenz (10 %) versetzt und 
für 5 min bei RT im Dunkeln inkubiert, wobei die Messungen in Triplikaten erfolgten. Danach 
wurden 80 µL Natriumcarbonatlösung zugegeben und erneut im Dunkeln bei RT für 2h 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 750 nm photometrisch vermessen. Über 
lineare Regression der Auftragung der Konzentration gegen die Absorption abzüglich des 
Blindwertes konnten die TPC der Proben bestimmt werden und wurden ausgedrückt als µg 
GÄq/ mg Extrakt.  
 
8.2.8 Bestimmung des total flavonoid content (TFC) mittels AlCl3-Methode 
Prinzip 
Die Bestimmung des Gesamtflavonoidgehaltes erfolgt mittels einer modifizierten AlCl3-
Methode, welche einen Zwischenschritt der Nitrierung beinhaltet. Der einfache AlCl3-Assay 
beruht auf der Bildung eines gelben Komplexes zwischen Flavonen und Flavonolen mit AlCl3, 
welches mit der C4-Ketogruppe sowie einer C3 (R1)- oder C5-Hydroxygruppe (R5) wechselwirkt 
(s. Abb. 56 a). Zudem können säurelabile Komplexe mit den ortho-Dihydroxygruppen am A- 
und B-Ring von Flavonoiden gebildet werden. Natrium-bzw. Kaliumacetat dienen hierbei als 
schwache Basen zur Neutralisation der schwachen Säurewirkung des AlCl3 [Chang et al., 2002]. 
Im hier verwendeten modifizierten Assay wird am dritten oder vierten unsubstituierten 
Kohlenstoffatom eine Nitrierung (s. Abb. 56 b) durch Natriumnitrit eingebaut, wobei es zur 
Komplexbildung zwischen nitrierten Derivaten und Aluminiumchlorid kommt. Dieser gelbe 
Komplex wird durch Zugabe von Natriumhydroxid zu einem bei 510 nm absorbierenden 
Komplex umgesetzt und kann photometrisch bestimmt werden. Die Methode bietet 
gegenüber der Methode ohne Nitrierung den Vorteil, dass zusätzlich zu Flavonolen bspw. auch 
Catechin erfasst wird [Pękal und Pyrzynska, 2014], welches als Referenzsubstanz verwendet 
wurde. Die Etablierung und Durchführung des modifizierten AlCl3-Assays erfolgte im Rahmen 
eines Forschungspraktikums von Frau Carolina Corral Yélamos (SS 2019).  

 
Abb. 56: a) Flavon mit Markierung der Komplexbildungsbereiche b) Catechin mit Markierung der 
Nitrierungsposition 
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Verwendete Chemikalien und Lösungen 
 AlCl3-Lösung (2 %) 

- 1 g auf 50 mL bidest. Wasser 
 Natriumhydroxidlösung (1 M) 

- 2 g auf 50 mL bidest. Wasser 
 Natriumnitritlösung (3 %) 

- 1,5 g auf 50 mL bidest. Wasser 
 Referenz Catechin  

- 20–200 µg/mL in DMSO 
 Probe: Extraktlösungen in DMSO (250–2000 µg/mL) 
 
Durchführung 
Zunächst wurden 50 µL Probe, NK (DMSO) oder Standardlösung (Referenz Catechin) in eine 
96 Well-Mikroplatte vorgelegt, mit 20 µL NaNO2-Lösung (3 %) versetzt und für 5 min bei RT im 
Dunkeln inkubiert, wobei die Messungen in Triplikaten erfolgten. Danach wurden 20 µL AlCl3-
Lösung (2 %) sowie 120 µL bidest. Wasser zugegeben und erneut im Dunkeln bei RT für 6 min 
inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 510 nm photometrisch vermessen, um die 
Blindwerte zu erfassen. Die Proben wurden mit 20 µL NaOH-Lösung (1 M) versetzt, 20 min im 
Dunkeln bei RT auf ein Mikroplattenshaker inkubiert und im Anschluss erneut bei 510 nm bei 
40 °C am Platten-Photometer vermessen. Über lineare Regression der Auftragung der 
Konzentration gegen die Absorption abzüglich des Blindwertes wurden die TFC der Proben 
ausgedrückt als µg CÄq/mg Extrakt bestimmt.  

Material und Methoden 



Material und Methoden 

199 
 

 
8.2.9 Charakterisierung mittels HPLC-DAD 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Methoden zur Charakterisierung der Extrakte 
entwickelt. So wurden Leitsubstanzen zunächst identifiziert und Quantifizierungen sowie 
Strukturaufklärungen zweier Substanzklassen mit je einer optimierten Methode durchgeführt.  
 
8.2.9.1 Methode A: Identifikation 
Methode A wurde zur Identifikation der in den Extrakten enthaltenen Leitsubstanzen 
verwendet und als HPLC-Methodik zur massenspektrometrischen Charakterisierung 
eingesetzt. Die HPLC-Parameter sind in Tab. 16 zusammengefasst und weiterentwickelt nach 
einer im Arbeitskreis etablierten Methode [Fuchs et al., 2020]. Extrakte (0,5–2 mg/mL) sowie 
zur Identifikation eingesetzte Standardsubstanzen wurden in 0,1 %-iger Ameisensäure in 
MeOH gelöst.  
 
Tab. 16: HPLC-Parameter der Methode A zur Identifikation von Leitsubstanzen in BSG-Extrakten. ACN: Acetonitril, 
BSG: Biertreber, HPLC: high pressure liquid chromatography, DAD: diodenarray detector 

System HPLC-DAD I und II Agilent Technologies 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule Phenomenex Synergi 4u polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm 
Injektionsvolumen 10-20 µL 
Flussrate 800 µL/min 
Fließmittel A 0,1 %-ige Ameisensäure 
Fließmittel B ACN 
Säulenofentemperatur 30 °C 
Wellenlängenbereich 200–650 nm 

Gradient 
Zeit (min) 0 9 10 19 34 40 50 50,1 60 
Fließmittel A (%) 90 90 75 75 50 2 2 90 90 
Fließmittel B (%) 10 10 25 25 50 98 98 10 10 

 

8.2.9.2 Methode B: Quantifizierung von Hydroxyzimtsäurederivaten 
Zur Quantifizierung der verschiedenen Hydroxyzimtsäurederivate in Extrakten HE1–HE6 und 
HA1–HA3 wurde eine optimierte HPLC-Methode entwickelt. Die Quantifizierung erfolgte 
mittels externer Kalibrierung von 2,5–75 µg/mL pCA, 2,5–150 µg/mL trans-FA und 2,5–
25 µg/mL CA. In den Extrakten enthaltene Isomere der drei HCAs wurden je als trans-Isomer, 
DiFAs als FA-Äq quantifiziert. Zudem wurde als interner Standard trans-Zimtsäure in einer 
Konzentration von 20 µg/mL mitgeführt. Die Parameter sind in Tab. 17 dargestellt. 
Informationen zum Vorgehen zur Validierung der Methode sind in Kapitel 8.6.3 aufgeführt, 
Kalibriergeraden, Verdünnungsschema und Einwaagen sind dem Anhang  (Tab. 34 und Abb. 
61) sowie dem elektronischen Anhang (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G) zu 
entnehmen. Extrakte (0,25–2 mg/mL) sowie die verwendeten Standardsubstanzen wurden in 
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0,1 %-iger Ameisensäure in MeOH gelöst. Mittels Kalibriergeraden  wurden Korrekturfaktoren 
für pCA, FA und CA bestimmt (s. Kapitel 8.6.3). 
 
Tab. 17: HPLC-Parameter und Validierung der Methode B zur Quantifizierung von Hydroxyzimtsäurederivaten in 
BSG-Extrakten: ACN: Acetonitril; bw: band width, BSG: Biertreber, CA: Kaffeesäure, FA: Ferulasäure, HPLC: high 
pressure liquid chromatography, pCA: p-Coumarsäure, Vk: Variationskoeffizient  

System HPLC-DAD I Agilent Technologies 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule Phenomenex Synergi 4u polar RP 80 Å, 250 x 4,6 mm 
Injektionsvolumen 20 µL 
Flussrate 800 µL/min 
Fließmittel A 0,1 %-ige Ameisensäure 
Fließmittel B ACN 
Säulenofentemperatur 35 °C 
Wellenlänge 300 nm (bw 8) Referenzwellenlänge 440 (bw 50)  

Gradient 
Zeit (min) 0 7 11 41 41.1 48 48,1 60 
Fließmittel A (%) 85 74,9 74,9 65,5 2 2 85 85 
Fließmittel B (%) 15 25,1 25,1 34,5 98 98 15 15 

Validierung 
 trans-FA pCA CA 
LOD [µg/mL] 0,7 ± 0,05 0,7 ± 0,01 0,7 ± 0,07 
LOQ [µg/mL] 2,6 ± 0,18 2,4 ± 0,03 2,4 ± 0,14 
Vk (Lauf-zu-Lauf) [%] 1,2 1,4 2,2 
Vk (Tag-zu-Tag) [%] 2,5 3,2 2,4 

Kalibriervalidierung 
 trans-FA pCA CA 

Reststandardabweichung 
(R-SD) 

0,17 ± 0,07 0,09 ± 0,02 0,05 ± 0,01 

Verfahrensstandardabweichung 
(V-SD) 

0,22 ± 0,09 0,08 ± 0,01 0,06 ± 0,005 

Verfahrensvariationskoeffizient 
(V-Vk) 

9,61 ± 4,66 6,74 ± 0,91 11,62 ± 0,91 

Korrekturfaktoren 
 trans-FA pCA CA 
 1,301 0,873 1,211 

 

8.2.9.3 Methode C: Quantifizierung von Hordatinen als pCA-Äq 
Zur Quantifizierung der Hordatine in Extrakten A1–A7 wurde eine optimierte HPLC-Methode 
entwickelt. Dabei wurden die Hordatine als pCA-Äq mittels externer Kalibrierung von 1–50 
µg/mL pCA quantifiziert. Zudem wurde 3,4-Dimethoxyzimtsäure in einer Konzentration von 
20 µg/mL als interner Standard mitgeführt. Die Parameter sind in Tab. 18 dargestellt. 
Informationen zum Vorgehen zur Validierung der Methode sind in Kapitel 8.6.3 aufgeführt, 
die Kalibriergeraden sind dem Anhang (Tab. 35 und Abb. 62) sowie dem elektronischen 
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Anhang (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G) zu entnehmen. Extrakte (1,47–7,425 
mg/mL) sowie die verwendeten Standardsubstanzen wurden in 0,1 %-iger Ameisensäure in 
MeOH gelöst. 
 
Tab. 18: HPLC-Parameter und Validierung der Methode C zur Quantifizierung von Hordatinen in BSG-Extrakten. 
ACN: Acetonitril, bw: band width, BSG: Biertreber, HPLC: high pressure liquid chromatography, pCA: p-
Coumarsäure, Vk: Variationskoeffizient 

System HPLC-DAD I Agilent Technologies 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule VDSpher C18- SE 250 mm x 4.6 mm, 5 µm 
Injektionsvolumen 20 µL 
Flussrate 800 µL/min 
Fließmittel A 0,1 % Ameisensäure 
Fließmittel B 0,1 % Ameisensäure in ACN 
Säulenofentemperatur 35 °C 
Wellenlänge 280 nm (bw 8) Referenzwellenlänge 360 (bw 100)  

Gradient 
Zeit (min) 0 4,9 5 25 25,1 35 35,1 45 45,1 55 
Fließmittel A (%) 98 98 90 76,5 65 50 5 5 98 98 
Fließmittel B (%) 2 2 10 23,5 35 50 95 95 2 2 

Validierung 
 pCA 
LOD [µg/mL] 0,31 ± 0,02 
LOQ [µg/mL] 1,04 ± 0,07 
Vk (Lauf-zu-Lauf) [%] 0,43   
Vk (Tag-zu-Tag) [%] 1,04 

Kalibriervalidierung 
 pCA 
R-SD 0,1 ± 0,08 
V-SD 0,04 ± 0,03 
V-Vk 5,63 ± 4,2 

 
8.2.10 Strukturaufklärung und Charakterisierung mittels HPLC-ESI-MS/MS 
Zur Strukturaufklärung und Charakterisierung einzelner Inhaltsstoffe in den Extrakten wurden 
diese in einer Konzentration von 0,25–1 mg/mL in 0,1 %-iger Ameisensäure in MeOH gelöst 
und membranfiltriert. Die Vermessung erfolgte an drei Systemen (HPLC-MS/MS I/II/III s. 
Kapitel 8.1.2) sowohl im positiven als auch negativen Ionisierungsmodus und im full scan oder 
Produktionenscan. Am System HPLC-MS/MS III für die Charakterisierung der Hordatine wurde 
mittels Ionenfalle (engl. linear ion trap, LIT) die Sensitivität gesteigert. Die Injektionsvolumina 
lagen je nach Konzentration der Inhaltsstoffe und erwarteter Konzentration des Analyten im 
Extrakt zwischen 5–50 µL. Charakteristische, im full scan-Modus identifizierte m/z wurden im 
Anschluss mittels Tandem-Massenspektrometrie im MS2-Scan-Modus analysiert. Für die 
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Charakterisierung der Hordatine sowie der DiFAs in den Extrakten wurden optimierte HPLC-
MS-Methoden angewandt.  
 
8.2.10.1 Charakterisierung der BSG-Extrakte 
Zur Charakterisierung der BSG-Extrakte wurden zunächst mittels full scans m/z identifiziert, 
welche im Anschluss mittels MS2-Experimenten analysiert wurden. Die HPLC-Methodik findet 
sich in Kapitel 8.2.9.1. Es wurden zwischen 5–50 µL der Extraktprobe (100–1000 µg/mL) 
injiziert. In Tab. 19 und Tab. 20 sind die entsprechenden MS-Parameter zusammengefasst, 
separiert nach eingesetztem System, wobei für identifizierte Komponenten eine Anpassung 
verschiedener Parameter zur Optimierung erfolgte, weshalb für viele Parameter ein Bereich 
angegeben ist. Die substanzspezifischen MS-Parameter sowie die jeweiligen m/z für einzelne 
Substanzen sind Tab. 36 zu entnehmen.  
 
Tab. 19: MS-Geräteparameter der Strukturaufklärung und Charakterisierung der BSG-Extrakte mittels full scan-
Modus. BSG: Biertreber, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass 
spectrometry 

 ESI positiv ESI negativ 
full scan HPLC-MS/MS I 

Curtain Gas N2 20 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 −4500 
Temperatur (°C) 450 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 30 
Interface Heater On On 
Declustering potential (V) 80, 100 −100 
Focusing Potential (V) 340 −340 
Entrance Potential (V) 8 −10 
Cell entrance Potential (V) 12, 32 −20 
Scanbereich (Da)  100–1000 100–1000 
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Tab. 20: MS-Geräteparameter der Strukturaufklärung und Charakterisierung der BSG-Extrakte mittels MS2-Scan-
Modus. BSG: Biertreber, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass 
spectrometry 

 ESI positiv ESI negativ 
MS2 HPLC-MS/MS I 

Curtain Gas N2 20 20 
Ionisationsspannung (V) 4500; 4700 −4500 
Temperatur (°C) 450 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 30–50 
Turbo Heater Gas (psi) 30 30–40 
Interface Heater On On 
Declustering potential (V) 51; 100 −21 bis −100 
Focusing Potential (V) 340; 370 −160 bis −340 
Entrance Potential (V) 8; 11,5 −8 bis −10.5 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  2 2;6 
Collision Cell entrance Potential (V) 8; 32 −12 bis −38.4 
Collision Energy (V) 12-20 −6 bis −50 
Collision Cell exit Potential (V) 50 −2 bis −50 

MS2 HPLC-MS/MS II 
Curtain Gas N2 nicht vermessen 10 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30, 50 
Turbo Heater Gas (psi) 40, 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −65 bis −100 
Entrance Potential (V) −9; −10,5 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  2–6 
Collision Cell entrance Potential (V) −20; −38,5 
Collision Cell exit Potential (V) −2; −15 
Collision Energy (V) −20 bis −50 

 
8.2.10.2 Strukturaufklärung von DiFAs sowie Charakterisierung von 

Oxylipinen in Extrakten 
Zur Strukturaufklärung der enthaltenen DiFAs wurde die HPLC-Methode B (s. Kapitel 8.2.9.2) 
mit modifiziertem Gradienten verwendet. Die Injektionsvolumina variierten zwischen 5–20 µL 
Extraktprobe (250 µg/mL). Neben DiFAs wurden verschiedene TriHOME- und TriHODA-
Isomere, zu den Oxylipinen gehörend, identifiziert. Die entsprechenden MS-Geräteparameter 
sowie der modifizierte Fließmittelgradient sind in Tab. 21 zusammengefasst. Die 
substanzspezifischen MS-Parameter für jedes Derivat sowie die jeweiligen m/z sind Tab. 37 a 
zu entnehmen.  
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Tab. 21: MS-Geräteparameter und zugehöriger HPLC-Gradient der Strukturaufklärung und Charakterisierung der 
DiFAs und Oxylipine in BSG-Extrakten. ACN: Acetonitril, BSG: Biertreber, DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, ESI: 
electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass spectrometry 

HPLC-ESI-(−)-MS/MS II 

Gradient 
Zeit (min) 0 11 41 41,1 48 48,1 60 
Fließmittel A (0,1 % Ameisensäure) (%) 74,9 74,9 65,5 2 2 74,9 74,9 
Fließmittel B (ACN) (%) 25,1 25,1 34,5 98 98 25,1 25,1 

full scan HPLC-ESI-(−)-MS/MS II 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −100 
Entrance Potential (V) −10 
Cell entrance Potential (V) −25,6 bis −44,5 
Scanbereich (Da)  100–800 

MS2 HPLC-MS/MS II 
Curtain Gas N2 10–20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −45 bis −100 
Entrance Potential (V) -10; -10,5 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  5 - 6 
Collision Cell entrance Potential (V) -17 bis -31,8 
Collision Cell exit Potential (V) -2 bis -4 
Collision Energy (V) -20 bis -35 

 
Zusätzlich wurden zur Identifikation der DiFAs full scans im negativen Modus mit der HPLC-
Methode B (s. Kapitel 8.2.9.2) am HPLC-MS/MS I - System durchgeführt, da diese an der HPLC-
UV aufgrund nicht vorhandener Referenzsubstanzen nicht mittels Rt bestimmt werden 
konnten. Das Injektionsvolumen lag bei 5 µl der Extraktlösungen von 250–1000 µg/mL. Die 
Parameter sind in Tab. 22 dargestellt.  
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Tab. 22: MS-Geräteparameter der Charakterisierung der DiFAs in BSG-Extrakten. BSG: Biertreber, DiFA: 
Ferulasäure-Dehydrodimer, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass 
spectrometry 

full scan HPLC-ESI-(−)-MS/MS I 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −100 
Focusing Potential (V) −340 
Entrance Potential (V) −10 
Cell entrance Potential (V) −8,7 bis −30 
Scanbereich (Da)  100−800 

 

8.2.10.3  Strukturaufklärung der Hordatine in Extrakten 
Zur Strukturaufklärung der enthaltenen Hordatine wurde die HPLC-Methode A (s. Kapitel 
8.2.9.1) mit modifiziertem Gradienten verwendet.  Die Strukturaufklärung erfolgte an zwei 
HPLC-MS/MS-Systemen (HPLC-MS/MS I und III), sowie unter Anwendung der LIT. Als 
Injektionsvolumen wurden zwischen 5–20 µL der Extraktlösung injiziert. Die Konzentrationen 
waren abhängig vom verwendeten HPLC-MS-System. An System I wurden Konzentrationen 
zwischen 500–1000 µg/mL eingesetzt, an System III hingegen aufgrund der deutlich 
gesteigerten Sensitivität zwischen 5–20 µg/mL. Die entsprechenden HPLC-MS-
Geräteparameter sind, separiert nach eingesetztem System, in folgender Tabelle 
zusammengefasst (s. Tab. 23). Die substanzspezifischen MS-Parameter sowie die jeweiligen 
m/z sind in Tab. 38 zusammengefasst.  
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Tab. 23: MS-Geräteparameter der Charakterisierung der Hordatine in BSG-Extrakten mittels positivem full scan-
Modus. ACN: Acetonitril, BSG: Biertreber, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid 
chromatography, MS: mass spectrometry 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS I 

Gradient 
Zeit (min) 0 9 10 19 19,1 29 29,1 39 
Fließmittel A (0,1 %-ige Ameisensäure) (%) 90 90 75 75 2 2 90 90 
Fließmittel B (ACN) (%) 10 10 25 25 98 98 10 10 

MS2 Scan-Modus 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) 100 
Focusing potential (V) 340 
Entrance Potential (V) 10,5 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  2 
Collision Cell entrance Potential (V) 14,5 bis 20 
Collision Cell exit Potential (V) 50 
Collision Energy (V) 35 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS IIIH 

ESI (+) -Enhanced product ion (EPI) scans 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) 100 
Entrance Potential (V) 8 
Collision-activated Dissociation Gas (unit) −3 
Collision Energy (V) 40 
Collisional Energy Spread (V) 20 

LIT Parameter 
Scanrate (Da/s) 1000 
LIT fill time (msec) 1 
Dynamic fill time on 
Q3 Entry Barrier (V) 8 
Auxiliary AC (AF3) (V) 0,14–0,91 
Exit lense voltage (EXB) (V) −158.88 bis−133,54 
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Zusätzlich wurden full scans im positiven Modus mit der HPLC-Methode C (s. Kapitel 8.2.9.3) 
durchgeführt zur Identifikation der einzelnen Hordatine. Diese konnten nicht an der HPLC-UV 
mittels Rt bestimmt werden, da keine Referenzsubstanzen vorhanden waren. Das 
Injektionsvolumen lag bei 5 µL der Extraktlösung (1470 µg/mL). Die Parameter sind in Tab. 24 
dargestellt.  
 
Tab. 24: MS-Geräteparameter der Charakterisierung der Hordatine in BSG-Extrakten mittels positivem full scan 
Modus. BSG: Biertreber, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass 
spectrometry 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS I full scan 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) 100 
Focusing Potential (V) 340 
Entrance Potential (V) 10.5 
Cell entrance Potential (V) 10,2 bis 24 
Scanbereich (Da)  150–600 

 

8.3  In vitro-Enzyminhibitionsassay 
Der Einfluss der Extrakte, Fraktionen und ausgewählter Reinsubstanzen auf den 
Glucosestoffwechsel wurde anhand von vier Enzymen (α-Amylase, α-Glucosidase, DPP IV und 
GPα) mittels in vitro-Enzyminhibitionsassays untersucht. Die Assays beruhen auf der 
enzymatischen Freisetzung eines chromogenen oder fluorogenen Produktes bzw. der 
Generierung eines chromogenen Cofaktors. Zur Abschätzung der Inhibitionsstärke wird der 
IC50-Wert berechnet. Dieser entspricht der Konzentration an Testsubstanz, bei welcher 50 % 
des Enzyms inhibiert ist [Offermanns und Rosenthal, 2008]. Zur Validierung der Assays wurde 
bei jeder Durchführung die jeweilige PK (Acarbose, Sitagliptin und Koffein) mitgeführt und das 
overall minimum significant ratio (MSR) bestimmt, welches < 3 sein sollte [Iversen et al., 
2021]. Die Bestimmung des MSR erfolgte nach Kapitel 8.6.1, die Daten sind dem 
elektronischen Anhang zu entnehmen (vgl. Tab. 39 Seite G). Die maximal eingesetzten 
Konzentrationen lagen bei 10 mg/mL für die Extrakte (≡ 1052 µg/mL für α-Glucosidase und 
α-Amylase bzw. 952 µg/mL für GPα und 1000 µg/mL für DPP IV), 2 mg/mL für H- und 
F-Fraktionen (≡ 211 µg/mL für α-Glucosidase und α-Amylase bzw. 174 µg/mL für GPα und 200 
µg/mL für DPP IV) sowie 2 mM für Reinsubstanzen (≡ 211 µM für α-Glucosidase und α-Amylase 
bzw. 174 µM für GPα und 200 µM für DPP IV). 
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8.3.1 α-Amylase-Inhibitionsassay 
Prinzip 
Der α-Amylase-Inhibitionsassay wurde analog vorangegangener Arbeiten durchgeführt 
[Berger et al., 2020]. Er beruht auf der Spaltung der glykosidischen Bindung im Substrat CNPG3 
durch das Enzym α-Amylase zu 2-Chloro-4-nitrophenol, welches bei 405 nm absorbiert und 
photometrisch bestimmt werden kann (Abb. 57). Die Absorptionshöhe ist proportional zur 
Umsatzrate und ermöglicht so Rückschlüsse auf die Enzymaktivität.  
 

 
Abb. 57: Prinzip des α-Amylase-Inhibitionsassays.CNPG3: 2-Chloro-4-nitrophenyl-α-maltotriosid, CNPG2: 
2-Chloro-4-nitrophenyl-diglucosid, G3: Maltotriose, G: Glucose 

Verwendete Chemikalien und Lösungen 
 Phosphatgepufferte Lösung (PBS)-Puffer (40 mM) pH 6,9 

- Lösung 1: 100 mM Kaliumdihydydrogenphosphat-Lösung (907,8 mg KH2PO4 in 100 mL 
bidest. Wasser lösen)  

- Lösung 2: 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Lösung (1,1376 g Na2HPO4 in 100 mL 
bidest. Wasser lösen) 

- 55,2 mL Lösung 2 mit Lösung 1 auf 100 mL auffüllen und 1:2,5 mit bidest. Wasser 
verdünnen 

 Enzymlösung 30 U/mL 
- Enzym-Charge (LOT#BCBP1968V): 60 U/mg 
- 3,5 mg in 7 mL 40 mM PBS lösen 
- 1 Tag bei −20 °C lagerbar 

 Substratlösung 4 mM 
- 26,30 mg CNPG3 in 10 mL 40 mM PBS lösen 
- 1 Tag bei −20 °C lagerbar 

 PK Acarbose 
- 2 Tabletten Glucobay ® 100 in 10 mL bidest. Wasser lösen und filtrieren zu einer 

Stammlösung von 10 mg/mL (bei 4 °C 2 Wochen lagerbar)  
- Verdünnungen von 0,15–0,55 mg/mL in bidest. Wasser als Messlösungen ansetzen 

 Extrakte und Reinsubstanzen 
- Extrakte in 10 mg/mL in DMSO lösen (≡ 1,05 mg/mL als höchste getestete 

Konzentration)  
- Reinsubstanzen in DMSO (2 mM) lösen (≡210 µM als höchste getestete Konzentra?on)  
- 5 Verdünnungen in DMSO abhängig von der Inhibitionsstärke 
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Durchführung  
Zur Bestimmung der α-Amylaseinhibition wurden zunächst 20 µL der Probe, PK (Acarbose 
0,15–0,55 mg/mL) oder NK (bidest. Wasser für Acarbose und DMSO für Extrakte und 
Reinsubstanzen) in einer 96-Well-Mikroplatte vorgelegt. Die Messung erfolgte in Triplikaten. 
Zudem wurde aufgrund der Eigenfärbung der Proben pro Konzentration ein Blindwert 
mitgeführt. Anschließend wurden 70 µL Enzymlösung zugegeben und es folgte eine 
Vorinkubation über 10 min bei 37 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 µL 
Substratlösung gestartet. Nach 8 min Inkubation bei 37 °C wurde die Absorption bei 405 nm 
photometrisch bestimmt. Zur Ermittlung der prozentualen Inhibition wurde jeweils der 
Blindwert subtrahiert und alle Proben wurden auf die jeweilige NK bezogen (s. Formel 1). 
Mittels linearer Regression der Auftragung der Konzentration gegen die prozentuale Inhibition 
wurde der IC50-Wert berechnet, welcher sich auf im Well vorliegende Konzentration bezieht.  
Der IC50-Wert der PK Acarbose liegt bei 35,5 ± 4,4 µg/mL (≡ 55 ± 6,9 µM) und weist ein MSR 
von 1,4 auf.  
  

Inhibition (%) = Absorption (NK) − Absorption (Testsubstanz) 
Absorption (Kontrolle) ∗ 100 

 
Formel 1: Berechnung der prozentualen Inhibition bei Absorptionsmessung 
 

8.3.2 α-Glucosidase-Inhibitionsassay 
Prinzip 
Dem α-Glucosidase-Inhibitionsassay liegt die Spaltung der glykosidischen Bindung im Substrat 
pNPG durch das Enzym α-Glucosidase zum bei 405 nm absorbierenden Produkt p-Nitrophenol 
als Prinzip zugrunde (Abb. 58). Die Durchführung beruht auf vorangegangen Arbeiten [Berger 
et al., 2020]. Wie zuvor beim α-Amylase-Inhibitionsassay ist die Absorptionsintensität 
proportional zur Umsatzrate und ermöglicht demnach Rückschlüsse auf die Enzymaktivität.  

 
Abb. 58: Prinzip des α-Glucosidase-Inhibitionsassays. pNPG: 4-Nitrophenyl β-D-glucopyranosid 

Verwendete Chemikalien und Lösungen 
 Phosphatgepufferte Lösung (PBS)-Puffer (100 mM) pH 6,8 

- Lösung 1: 100 mM Kaliumdihydydrogenphosphat-Lösung (907,8 mg KH2PO4 in 100 mL 
bidest. Wasser lösen)  

- Lösung 2: 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Lösung (1,1376 g Na2HPO4 in 100 mL 
bidest. Wasser lösen) 

- 492 mL Lösung 2 mit Lösung 1 auf 1 L auffüllen  
 Enzymlösung 1 U/mL 
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- 7 U (Menge je nach Charge) in 7 mL 100 mM PBS lösen 
- 1 Tag bei -20 °C lagerbar 

 Substratlösung 4 mM 
- 12,05 mg pNPG in 10 mL 100 mM PBS lösen 
- 1 Tag bei −20 °C lagerbar 

 PK Acarbose 
- 2 Tabletten Glucobay ® 100 in 10 mL bidest. Wasser lösen und filtrieren zu einer 

Stammlösung von 10 mg/mL (bei 4 °C 2 Wochen lagerbar)  
- Verdünnungen von 0,4–2 mg/mL in bidest. Wasser als Messlösungen ansetzen 

 Extrakte und Reinsubstanzen 
- Extrakte in 10 mg/mL in DMSO lösen (≡ 1,05 mg/mL als höchste getestete 

Konzentration)  
- Fraktionen in 2 mg/mL in DMSO lösen (≡ 210 µg/mL als höchste getestete 

Konzentration) 
- Reinsubstanzen in DMSO (2 mM) lösen (≡210 µM als höchste getestete Konzentra?on)  
- 5 Verdünnungen in DMSO abhängig von der Inhibitionsstärke 

 
Durchführung  
Zur Bestimmung der α-Glucosidase-Inhibition wurden zunächst 20 µL der Probe, PK oder NK 
(bidest. Wasser für Acarbose und DMSO für Extrakte und Reinsubstanzen) in einer 96-Well-
Mikroplatte vorgelegt, wobei die Messung in Triplikaten erfolgte. Aufgrund der Eigenfärbung 
der Proben wurde pro Konzentration ein Blindwert mitgeführt. Anschließend wurden 70 µL 
Enzymlösung zugegeben und es folgte eine Vorinkubation über 10 min bei 25 °C. Anschließend 
wurden 100 µL Substratlösung zugegeben und nach 5 min Inkubation bei 25 °C wurde die 
Absorption bei 405 nm photometrisch bestimmt. Zur Ermittlung der prozentualen Inhibition 
wurde jeweils der Blindwert subtrahiert und alle Proben wurden auf die jeweilige NK bezogen 
(s. Formel 1, Kapitel 8.3.1). Mittels linearer Regression der Auftragung der Konzentration 
gegen die prozentuale Inhibition wurde der IC50-Wert berechnet, welcher sich auf im Well 
vorliegende Konzentration bezieht. Der IC50-Wert der PK Acarbose liegt bei 156,8 ± 37,3 µg/mL 
(≡ 242,8 ± 57,8 µM) und weist ein MSR von 2,4 auf. 
 
8.3.3 Dipeptidylpeptidase IV-Inhibitionsassay 
Prinzip 
Das Enzym DPP IV spaltet Amidbindungen, was im hier eingesetzten Inhibitionsassay genutzt 
wird. Das verwendete Substrat Glycyl-L-Prolin-7-Amido-4-Methylcoumarin-Hydrobromid (H-
Gly-Pro-AMC) wird zwischen Prolin und 7-Amido-4-Methylcoumarin (AMC) gespalten. Das 
entstandene fluorogene AMC wird bei Extinktionswellenlänge 360/40 und 
Emissionswellenlänge 460/40 vermessen (Abb. 59). Die Fluoreszenz ist proportional zur 
Umsatzrate und ermöglicht demnach Rückschlüsse auf die Enzymaktivität. Der Assay beruht 
auf einer modifizierten Durchführung [Connolly et al., 2014] und wurde im Rahmen eines 
Forschungspraktikums (Vanessa Daub, SS 2018) im Arbeitskreis etabliert.  
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Abb. 59: Prinzip des DPP IV-Inhibitionsassays. DPP IV: Dipeptidylpeptidase IV  

Verwendete Chemikalien und Lösungen 
 TRIS-HCl- Puffer 20 mM, pH 8 

- 2,4 g TRIS-HCl; 5,8 g Natriumchlorid; 0,29 g EDTA auf 1 L bidest. Wasser 
- mit 1 M HCl auf pH 8 ansäuern 

 Enzymlösung 6 mU/mL 
- 0,6 µL aus Stammlösung (200 U/mg; 0,5 mg/mL) in 9999,4 µL TRIS-HCl-Puffer lösen 
- in Aliquots bei −20 °C wegfrieren 

 Substratlösung 0,2 mM 
- 0,821 H-Gly-Pro-AMC in 10 mL TRIS-HCl-Puffer lösen 

 PK Sitagliptin 
- 1 Tablette Januvia® 100 in 50 mL TRIS-HCl-Puffer lösen (entspricht Stammlösung von 

1 mg/mL)  
- Verdünnungen von 10–60 ng/mL in TRIS-HCl als Messlösungen ansetzen 

 Extrakte und Reinsubstanzen 
- Extrakte in 10 mg/mL in DMSO lösen (≡ 1 mg/mL als höchste getestete Konzentra?on)  
- Reinsubstanzen in DMSO (2 mM) lösen (≡200 µM als höchste getestete Konzentra?on)  
- 5 Verdünnungen in DMSO abhängig von der Inhibitionsstärke 
 

Durchführung  
Zunächst wurden 20 µL Probe, PK oder NK gemeinsam mit je 60 µL Tris-HCl-Puffer in eine 
schwarze für Fluoreszenzmessungen geeignete 96-Well-Mikroplatte vorgelegt. Die Messung 
erfolgte in Triplikaten, wobei je ein Blindwert pro Konzentration zusätzlich mitgeführt wurde. 
Nachfolgend wurden je 100 µL Substrat- und 20 µL Enzymlösung zugegeben. Nach 30 min 
Inkubation bei 37 °C erfolgte die Fluoreszenzmessung bei Extinktionswellenlänge 360/40 und 
Emissionswellenlänge 460/40. Die prozentuale Inhibition wurde nach Abzug der Blindwerte 
und in Relation zur NK mittels Formel 2 berechnet. Durch lineare Regression der Auftragung 
der Konzentration gegen die prozentuale Inhibition wurde der IC50-Wert berechnet, welcher 
sich auf im Well vorliegende Konzentration bezieht. Der IC50-Wert der PK Sitagliptin liegt bei 
5,6 ± 1 ng/mL (≡ 13,8 ± 2,6 nM) und weist ein MSR von 1,8 auf. 
 

Inhibition (%) = Fluoreszenz (NK) − Fluoreszenz(Testsubstanz) 
Fluoreszenz (NK) ∗ 100 

 
Formel 2: Berechnung der prozentualen Inhibition bei Fluoreszenzmessung 
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8.3.4 GPα-Inhibitionsassay  
Prinzip 
Der hier angewandte GPα-Inhibitionsassay beruht auf der Bestimmung der Enzymaktivität in 
Richtung der Glykogenolyse. Das Enzym katalysiert dabei den Abbau des Glykogens, wobei 
Glucose-1-phosphat freigesetzt wird. Dieses wird durch die Phosphoglucomutase (PGM) in 
Glucose-6-phosphat überführt, welches im Anschluss von der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase unter Reduktion von NADP+ zu NADPH+H+ zu D-Glucon-1,5-lacton-6-phosphat 
oxidiert wird (Abb. 60). Da NADPH+H+ ein zweites Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzt, 
kann die Reaktion photometrisch verfolgt werde. Die Zunahme der Absorption ist 
proportional der GPα-Aktivität und ermöglicht so Rückschlüsse auf die Inhibitionsstärken der 
untersuchten Testsubstanzen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Assay auf 96-
Well-Mikroplatten übertragen von Vorgängerarbeiten [Jakobs et al., 2006] und anschließend 
im Rahmen einer im Arbeitskreis durchgeführten Masterarbeit (Masterarbeit Marcel Hensel, 
WS 20/21) etabliert. Eine Modifikation erfolgte schlussendlich hinsichtlich der Substratmenge.  
 

 
Abb. 60: Prinzip des GPα-Inhibitionsassays. GPα: Glykogenphosphorylase α, G6PDH: Glucose-6.Phosphat-
Dehydrogenase, NADP: Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (oxidierte Form), NADPH+H+: 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form), Pi: anorganisches Phosphat, PGM: 
Phosphoglucomutase 

 

 Puffer A (Aufbewahrungspuffer für Enzym) 40 mM β-Glyerophosphatpuffer, pH 6,8 
- 612,3 mg β-Glycerophosphat Dinatriumsalz (≡ 40 mM) und 48,5 mg L-Cystein freie Base 

(≡ 8 mM) in 50 mL bidest. Wasser lösen 
- pH-Wert auf 6,8 einstellen 
- vor Lösen des Enzyms im Puffer zusätzlich 1,042 mg/mL AMP (≡ 3 mM) zugeben 
- bei 4°C lagerbar, nicht mehr verwendbar sobald sich ein Niederschlag bildet 

• Puffer B (Assay Puffer) PBS-Puffer 20 mM 
- 2,7598 g/l Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat (≡ 20 mM) und 0.4923 g/l 

Magnesiumsulfat Heptahydrat (≡ 2 mM) in 1 L bidest. Wasser lösen 
- auf pH 7,2 einstellen 

 Puffer B-Arbeitslösung 
- Puffer B 1:2 mit bidest. Wasser verdünnen 

 Glucose-Lösung 500 mM 
- 4,5039 g Glucose in 50 mL bidest. Wasser lösen  

 Enzym-Stammlösungen 
- PGM 500 U/mL in bidest. Wasser (Aliquots bei −80 °C) 
- G6PDH 500 U/mL in bidest. Wasser (Aliquots bei −80 °C) 
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- GPα 5 U/mL in Puffer A (Aliquots bei −80 °C)  
 NADP-Stammlösung: 31,38 mg/mL NADP in Puffer B-Arbeitslösung 
 GPα-Arbeitslösung 

- 120 µL GPα-Stammlösung (≡ 93,75 mU/mL) und 1280 µL Glucose-Stammlösung (≡ 100 
mM) mit Puffer B-Arbeitslösung auf 6300 µL auffüllen 

 Substratlösung: 2 mg/mL Glykogen in Puffer B-Arbeitslösung lösen 
 Assay-Medium 

- 51 µL G6PDH-Stammlösung (≡ 5 U/mL), 122,4 µL PGM-Stammlösung (≡ 12 U/mL) und 
510 µL NADP-Stammlösung (≡3,148 mg/mL) mit Puffer B – Arbeitslösung auf 5100 µL 
auffüllen 

 PK Koffein 
- Messlösungen im Konzentrationsbereich 0,5–2 mg/mL in bidest. Wasser 

 Extrakte und Reinsubstanzen 
- Reinsubstanzen in DMSO (2 mM) lösen (≡174 µM als höchste getestete Konzentra?on)  
- Fraktionen in 2 mg/mL in DMSO lösen (≡ 174 µg/mL als höchste getestete 

Konzentration) 
- Extrakte in DMSO (Angaben in Masterarbeit von Marcel Hensel)  
- 5 Verdünnungen in DMSO abhängig von der Inhibitionsstärke 

 
Durchführung  
Zu Beginn wurden je 20 µL der PK, Probe oder NK in einer 96-Well-Mikroplatte vorgelegt, 
wobei die Vermessung in Triplikaten erfolgte. Aufgrund der Eigenfärbung wurde je ein 
Blindwert pro Konzentration mitgeführt. Danach wurden je 50 µL Assay-Medium und 80 µl 
Substratlösung zugegeben. Die Umsetzung wurde durch Zugabe von 80 µL GPα-Arbeitslösung 
gestartet. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurden die Proben photometrisch bei 340 nm 
vermessen. Nach Abzug der Blindwerte und Bezug auf die NK (bidest. Wasser für PK Koffein, 
DMSO für Fraktionen und Reinsubstanzen) konnte die prozentuale Inhibition bestimmt 
werden (s. Formel 1, Kapitel 8.3.1). Über lineare Regression der Auftragung von Konzentration 
gegen prozentuale Inhibition konnte der IC50-Wert bestimmt werden, der sich auf die im Well 
vorliegende Konzentration bezieht. Der IC50-Wert der PK Koffein liegt bei 119,1 ± 11,3 µg/mL 
und weist ein MSR von 1,3 auf. 
 

8.4 Isolierung von FA-Derivate aus BSG 
FA-Oligomere sind kommerziell nicht erwerblich und müssen daher synthetisiert oder mittels 
Isolierung aus dem Naturprodukt gewonnen werden. Da BSG in ausreichender Menge 
vorhanden war und somit gewährleistet werden konnte, dass die im Extrakt vorkommenden 
FA-Derivate gewonnen werden, wurde die Isolierung gewählt. Hierbei wurde ein mehrstufiger 
Prozess aus alkalischer Hydrolyse (vgl. elektronischer Anhang Tab. 39 Seite G), GPC und 
präparativer HPLC-Aufreinigung modifiziert nach Methoden von Waterstraat und Bunzel 
gewählt [Waterstraat und Bunzel, 2019; Waterstraat et al., 2016].  
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8.4.1 Vorbehandlung des BSGs 
Gefriergetrockneter BSG der Brauerei Orval (3/171215) wurde mittels Getreidemühle (KoMo 
Fidibus 219) zu einem feinen Pulver vermahlen und anschließend mit Aceton über Nacht 
mittels Soxhlet-Extraktion im Verhältnis 1 g BSG pro 16 mL Lösungsmittel entfettet 
(durchgeführt vom Projektpartner AK Thiel, TU Kaiserslautern, Ranja Saynisch). 100 g des 
entfetteten, getrockneten BSGs wurden in 1 L PBS (80 mM, pH 5,4) aufgeschlämmt, im 
Wasserbad auf 85 °C erwärmt und mit 3 mL α-Amylase-Enzymlösung (Termamyl SCDS, 240 
KNU, Novozymes) versetzt. Die Suspension wurde unter Rühren für 20 min inkubiert. Der pH-
Wert wurde mittels verdünnter Natronlauge auf 6,2 eingestellt und die Suspension auf 70 °C 
temperiert. Es erfolgte die Zugabe von 1,8 mL Alcalase-Enzymlösung (FAN Boost 4 AU/g, 
Novozymes) und eine 30-minütige Inkubation unter Rühren. Die Suspension wurde mittels 
verdünnter Salzsäure auf pH 4,5 eingestellt und auf 60 °C temperiert, bevor die Zugabe von 
0,66 mL Amyloglucosidase-Enzymlösung (Attenuzyme Core, 1600 AGU/g, Novozymes) 
erfolgte. Erneut wurde für 30 min inkubiert. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur 
abgekühlt und filtriert. Abschließend wurde der Rückstand nacheinander mit 2 x je 500 mL 
bidest. Wasser (60 °C), 2 x 500 mL 95 %-igem Ethanol (Ethanol/Wasser; 95/5; v/v) und 2 x 500 
mL Aceton gewaschen. Der Rückstand wurde über Nacht im Trockenschrank bei 60 °C 
getrocknet und die Auswaage bestimmt.  
 
8.4.2 Gewinnung mittels alkalischen Aufschlusses 
Zur Durchführung der alkalischen Hydrolyse wurden ca. 20 g des getrockneten, 
vorbehandelten BSGs (s. Kapitel 8.4.1) unter Stickstoff-Atmosphäre mit 400 mL Natronlauge 
(4 M) versetzt und lichtgeschützt über Nacht gerührt. Der Aufschluss wurde anschließend auf 
pH ≤ 2 mit konzentrierter Salzsäure eingestellt und filtriert. Die erhaltene Lösung wurde 3 x im 
Volumen-Verhältnis 1:1 mit EtOAc extrahiert, die organischen Phasen vereinigt, filtriert und 
am Rotationsverdampfer auf ca. 190 mL reduziert. Das eingeengte Filtrat wurde 3 x mit 
Natriumhydrogencarbonatlösung (5 %) extrahiert und die vereinigten wässrigen Phasen mit 
konzentrierter Salzsäure auf pH ≤ 2 eingestellt. Die Lösung wurde 4 x mit je 200 mL EtOAc 
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen über Natriumsulfat getrocknet. Die Lösung 
wurde erneut am Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt, bis ein dickflüssiger, öliger, 
brauner Rückstand erhalten wurde. Die Ausbeute des Rohisolates wurde bestimmt.  
 
8.4.3 Präparative Aufreinigung 
Die präparative Aufreinigung des Rohisolates erfolgte in zwei Schritten. Zunächst wurde eine 
Grobfraktionierung mittels GPC durchgeführt. Die erhaltenen fünf Fraktionen wurden im 
Anschluss mittels semi-präparativer HPLC weiter fraktioniert. Alle Fraktionen wurden via 
LC-MS vermessen und bei Signalen mit gleicher Rt und gleichem m/z vereinigt. Die so 
erhaltenen Fraktionen wurden abschließend gefriergetrocknet und die jeweilige Ausbeute 
bestimmt.  
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8.4.3.1 GPC 
Zur Durchführung der semi-präparativen GPC wurde das Rohisolat in Tetrahydrofuran in einer 
Konzentration von 35 mg/mL aufgenommen. Die Parameter der Methode sind in Tab. 25 
aufgeführt.  
 
Tab. 25: HPLC-Parameter der semi-präparativen GPC. bw: band width, DAD: diodenarray detector, GPC: 
Größenausschlusschromatographie, HPLC: high pressure liquid chromatography 

System HPLC-DAD I Agilent Technologies 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule TSKgel G1000HXL, 5 µm, 7.8x300 mm (Tosoh Bioscience) 
Injektionsvolumen 25 µL 
Flussrate 750 µL/min 
Fließmittel A Tetrahydrofuran (THF) 
Gradient isokratisch  
Säulenofentemperatur 35 °C 
Wellenlänge 355 nm (bw 16)  

Fraktionensammler 
Zeit (min) 0 6,25 8,5 9 10 13,75 
Slices (min) - 0,75 0,5 0,5 0,75 - 
Modus off time-

based 
time-
based 

time-
based 

time-
based 

off 

Die elf erhaltenen Fraktionen (6,25–13,75 min) wurden anhand der Inhaltsstoffe, welche 
mittels HPLC-MS analysiert wurden, in fünf Fraktionen (FI–FV) vereinigt (Tab. 26).  
 
Tab. 26: Übersicht über die erhaltenen GPC-Fraktionen vor und nach finaler Vereinigung. GPC: 
Größenausschlusschromatographie 

Retentionszeitbereich [min] erhaltene GPC-Fraktion finale vereinigte Fraktion  
6,25–7 F_1 FI 
7–7,75 F_2 FI 
7,75–8,5 F_3 FII 
8,5–9  F_4 FIII 
9–9,5 F_5 FIII 
9,5–10 F_6 FIV 
10–10,75 F_7 FIV 
10,75–11,5 F_8 FIV 
11,5–12,25 F_9 FIV 
12,25–13 F_10 FV 
13–13,75 F_11 FV 

 

8.4.3.2 Semi-präparative HPLC 
Die erhaltenen Fraktionen FI–FV wurden zur Auftrennung der einzelnen FA-Derivate semi-
präparativ getrennt. Die Parameter zur HPLC-Methodik sind in Tab. 27 dargestellt.  



216 
 

 
Tab. 27: HPLC-Paramater zu semi-präparativen Auftrennung der Isolate F I–FV. ACN: Acetonitril, bw: band width, 
DAD: diodenarray detector, HPLC: high pressure liquid chromatography 

System HPLC-DAD I Agilent Technologies 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule Phenomenex Synergi 4u polar RP 80 Å, 250 x 10 mm 
Injektionsvolumen 25-100 µL 
Flussrate 5 mL/min 
Fließmittel A 0,1 %-ige Ameisensäure 
Fließmittel B ACN 
Säulenofentemperatur 35 °C 
Wellenlänge 320 und 355 nm (bw 16) Referenzwellenlänge 400 (bw 100)  

Gradient 
Zeit (min) 0 9,29 31,97 32,05 35,75 35,83 43,5 
Fließmittel A (%) 74,9 74,9 65,5 2 2 74,9 74,9 
Fließmittel B (%) 25,1 25,1 34,5 98 98 25,1 25,1 

Fraktionensammler 
Zeit (min) 0 6 31,5 32 
Slices (min) - 0,5 0,5 - 
Modus off time-based time-based off 

Die pro GPC-Fraktion FI–FV erhaltenen 52 Fraktionen wurden anhand der Inhaltsstoffe, 
welche mittels HPLC-MS analysiert wurden, in insgesamt 37 Fraktionen (F1–F37) vereinigt 
(Tab. 28). Die erhaltenen Fraktionen wurden lyophilisiert und deren Ausbeute bestimmt (vgl. 
Anhang Tab. 32). Zur Vermessung in den Enzyminhibitionsassays sowie den analytischen 
Untersuchungen wurden die Fraktionen in einer Stammlösung von 2 mg/mL in DMSO gelöst.  

Material und Methoden 



Material und Methoden 

217 
 

 
Tab. 28: Übersicht über die finalen Fraktionen der FA-Oligomer-Isolierung aus Vereinigungen der präparativ 
aufgereinigten GPC-Fraktionen. FA: Ferulasäure, GPC: Größenausschlusschromatographie 

finale 
Fraktion 

enthaltene Fraktionen aus 
präparativer Aufreinigung* 

finale 
Fraktion 

enthaltene Fraktionen aus 
präparativer Aufreinigung* 

F1 FIV (3), FV (3) F20 FII (18–20) 
F2 FIV (4+5), FV (4+5), FII (5+6) F21 FII (2) 
F3 FIV (6+7), FV (6+7) F22 FII (3+4) 
F4 FIV (8–10), FV (8–10), FII (7–9) F23 FII (27–29) 
F5 FIV (11–14), FV (11–14), FII (10–14) F24 FII 2x präparativ aufgereinigt 

aufgrund Fehler (27–30) 
F6 FIV (15–17), FV (15–17), FII (15–17) F25 FII 2x präparativ aufgereinigt 

aufgrund Fehler (34–37) 
F7 FIV (18–20), FV (18–20), FII (19+20) F26 FII (35–38) 
F8 FIV (21–23), FV (21–23), FII (21–24) F27 FIII (7–12) 
F9 FIV (24+25), FV (24+25), FII (25+26) F28 FIII (13–16) 
F10 FIV (26–28), FV (26–28) F29 FIII (17–20) 
F11 FIV (29–31), FV (29–31) F30 FIII (22–26) 
F12 FIV (32–34), FV (32–34) F31 FIII (29–32) 
F13 FIV (35–38), FV (35–38) F32 FIII (33–35) 
F14 FIV (39–42), FV (39–42), FII (39–42) F33 FIII (36–40) 
F15 FIV (48+49), FV (48+49) F34 FIII (41–44) 
F16 FIV (50–52), FV (50–52), FII (48–52) F35 FIII (45–52) 
F17 FII (1) F36 FIII (1–3) 
F18 FII (30–34) F37 FIII (4–6) 
F19 FIV (43–47), FV (43–47), FII (43–47)   

* GPC-Fraktion FI–FV; in Klammer Fraktionsnummer aus präparativem Lauf 
 
8.4.4 Strukturaufklärung und Charakterisierung mittels HPLC-ESI-MS/MS 
Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels negativem full scans sowie MS2Experimenten 
untersucht und strukturell charakterisiert. Zur Strukturaufklärung der F-Fraktionen wurde 
eine nach Methode B (s. Kapitel 8.2.9.2) modifizierte HPLC-Methode verwendet, die bei der 
Strukturaufklärung der DiFAs in Extrakten Anwendung fand (s. Kapitel 8.2.10.2 in Tab. 21). 
Neben FA-Oligomeren wurden verschiedene TriHOMes und TriHODAs identifiziert. Die 
Untersuchungen wurden an drei HPLC-MS/MS-Systemen (HPLC MS/MS I, II und III) 
durchgeführt. An System II und III erfolgte die Charakterisierung und Strukturaufklärung, 
wobei Konzentrationen zwischen 40–200 µg/mL (System II) und 2,5–4 µg/mL (System III) 
sowie Injektionsvolumina zwischen 5–20 µl eingesetzt wurden. Die Stammlösungen der 
Fraktionen von 2000 µg/mL in DMSO wurden in ACN/0,1 %-ige Ameisensäure (70/30; v/v) 
verdünnt. Die HPLC-MS-Parameter sind in Tab. 29 dargestellt, wobei die substanzspezifischen 
MS-Parameter sowie die jeweiligen m/z Tab. 37 zu entnehmen sind.  
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Tab. 29: MS-Geräteparameter der Charakterisierung der FA-Oligomere und Oxylipinen in F-Fraktionen mittels 
negativem full scan sowie negativen Produktionenscans. ACN: Acetonitril, ESI: electrospray ionisation, FA: 
Ferulasäure, HPLC: high pressure liquid chromatography, MS: mass spectrometry 

HPLC-ESI-(−)-MS/MS II und III 

 
Zeit (min) 0 11 41 41.1 48 48,1 60 
Fließmittel A (0,1 % Ameisensäure) (%) 74,9 74,9 65,5 2 2 85 85 
Fließmittel B (ACN) (%) 15 25,1 34,5 98 98 15 15 

full scan HPLC-ESI-(−)-MS/MS II 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −100 
Entrance Potential (V) −10 
Cell entrance Potential (V) −25,6 bis −44.5 
Scanbereich (Da)  100–800 

MS2 HPLC-ESI-(−)-MS/MS II 
Curtain Gas N2 10–20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Declustering potential (V) −65 bis −100 
Entrance Potential (V) −4,5 bis −10,5 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  2–6 
Collision Cell entrance Potential (V) −17 bis −31,8 
Collision Cell exit Potential (V) 0 bis −15 
Collision Energy (V) −20 bis −50 

MS2 HPLC-ESI-(−)-MS/MS III 

Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) −4500 
Temperatur (°C) 400 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) −40 bis −100 
Entrance Potential (V) −10 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  −2 
Collision Energy (V) −20 bis −50 
Collision Cell exit Potential (V) −10 bis −17 
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8.5 Isolierung von Hordatinen aus BSG 
Hordatine, eine große Gruppe phenolischer Amide, sind natürliche, in Gerste vorkommende, 
sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe und kommerziell nicht erhältlich. Demnach müssen sie 
synthetisiert oder aus dem natürlichen Rohstoff isoliert werden. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurde die Isolierung aus BSG gewählt, da so gewährleistet werden konnte, dass die in 
den Extrakten vorkommenden Hordatine gewonnen werden. Die Gewinnung aus BSG erfolgte 
hierbei nach einem eigenen Prozess, jedoch in Anlehnung an Kohyama und Ono [Kohyama 
und Ono, 2013] über SLE mit 60 %-igem Aceton (Aceton/Wasser; 60/40; v/v), Säulung über 
C18ec-Adsorbermaterial und anschließender Aufreinigung an der präparativen HPLC (s. 
Kapitel 8.1.2.). Die Isolierung wurde im Rahmen eines Forschungspraktikums von Frau Sandra 
Permann (WS 2020/2021) durchgeführt.  
 

8.5.1 Gewinnung mittels Fest-Flüssig-Extraktion (SLE) 
Gefriergetrockneter BSG der Brauerei Orval (2/171215) wurde mittels Getreidemühle (KoMo 
Fidibus 219) zu einem feinen Pulver vermahlen. Dieses wurde im Anschluss mittels Soxhlet-
Extraktion im Verhältnis 1 g BSG pro 16 mL Aceton über Nacht entfettet (durchgeführt vom 
Projektpartner AK Thiel, TU Kaiserslautern, Ranja Saynisch). 145 g des entfetteten, 
getrockneten (Abdampfen des Lösungsmittels) BSGs wurden zweimal mit je dem 5fachen 
Volumen 60%-igem Aceton (Aceton/Wasser; 60/40; v/v) bei 60 °C im Wasserbad unter Rühren 
für 30 min extrahiert. Die erhaltenen organischen Phasen wurden filtriert, vereinigt und am 
Rotationsverdampfer bei 40 °C auf etwa 500 mL verdampft.  
 
8.5.2 Aufreinigung mittels Säulung 
Das Rohisolat wurde an einer C18ec-Säule (Chromabond, endcapped C18ec, Macherey-Nagel; 
2 Säulen, Bettvolumen je 90 mL) aufgereinigt. Aufgrund des Probevolumens wurden zwei 
Säulen parallel verwendet. Das Adsorbermaterial wurde zu Beginn mit je 450 mL 0,1 %-iger 
Ameisensäure in MeOH konditioniert und anschließend mit 900 mL 0,1 % Ameisensäure 
äquilibriert. Nach Aufgabe der Probe, 250 mL des Rohisolats pro Säule, wurde mit 720 mL 0,1 
%-iger Ameisensäure gewaschen. Die Elution erfolgte mit 320 mL MeOH. Die aufgereinigten 
Isolate (H-Isolat) der beiden Säulen wurden vereinigt und im Vakuum auf ca. 80 mL eines 
dickflüssigen, braunen Rückstands eingeengt.  
 
8.5.3 Präparative HPLC 
Das mittels Säulung aufgereinigte Isolat wurde zur Trennung der Hordatine via präparativer 
HPLC weiter fraktioniert. Die Parameter zur HPLC-Methodik sind in Tab. 30 dargestellt. Die 
erhaltenen Fraktionen wurden anhand der Inhaltsstoffe, welche mittels LC-MS analysiert 
wurden, in Fraktionen (H1–H10) vereinigt, wobei zusätzlich unzureichend präparativ 
aufgetrennte „Fraktionen“ erhalten wurden. Alle erhaltenen Fraktionen wurden lyophilisiert 
und deren Ausbeute bestimmt. Zur Vermessung in den Enzyminhibitionsassays sowie zu 
weiteren analytischen Untersuchungen (HPLC-MS und HPLC-DAD) wurden die Fraktionen in 
einer Stammlösung von 2 mg/mL in DMSO gelöst.  
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Tab. 30: HPLC-Parameter zur präparativen Auftrennung des Isolates. ACN: Acetonitril, bw: band width, HPLC: 
high pressure liquid chromatography 

System Präparative HPLC 1200 Series (s. Kapitel 8.1.2) 

Software ChemStation 
Säule VDSpher PUR C18-SE (5 µm, 250 x 20 mm; VDS optilab) 
Injektionsvolumen 25–100 µL 
Flussrate 15 mL/min 
Fließmittel A 0,1 %-ige Ameisensäure 
Fließmittel B ACN 
Wellenlänge 320 und 355 nm (bw 16) Referenzwellenlänge 400 (bw 100)  

Gradient 
Zeit (min) 0 7 8 36 37 46 47 59 
Fließmittel A (%) 98 98 90 70 5 5 98 98 
Fließmittel B (%) 2 2 10 30 95 95 2 2 

Fraktionensammler 
Zeit (min) 0 4 16 26 30 
Slices (min) - 2 0,5 2 - 
Modus time-

based 
time-
based 

time-
based 

off 

 
8.5.4 Strukturaufklärung und Charakterisierung mittels HPLC-ESI-MS/MS 
Zur Strukturaufklärung der enthaltenen Hordatine wurde die HPLC-Methode C (s. Kapitel 
8.2.9.3) an zwei HPLC-MS/MS-Systemen (HPLC MS/MS I und III) sowie unter Anwendung der 
Ionenfalle (LIT) verwendet. Es wurden zwischen 5–20 µL der Fraktionsmesslösungen injiziert. 
Die Konzentrationen waren abhängig vom verwendeten HPLC-MS-System. An System I 
wurden die Präkursorionen der einzelnen Hordatine anhand der full scans bestimmt, um diese 
mit den HPLC-Daten der Quantifizierung abgleichen zu können (s. Kapitel 8.5.5). Hierbei wurde 
eine Konzentration von 250 µg/mL eingesetzt. An System III erfolgte die eigentliche 
Strukturaufklärung mittels ESI-(+)- enhanced MS-Scans (EMS) sowie ESI-(+)-EPI scans. Es 
wurden Konzentrationen von 5–25 µg/mL vermessen. Die entsprechenden HPLC-MS-
Geräteparameter sind, getrennt nach eingesetztem System, in Tab. 31 zusammengefasst. Die 
optimierten MS-Parameter für die einzelnen Hordatine sowie die jeweiligen m/z sind in Tab. 
38 zusammengefasst. 
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Tab. 31: MS-Geräteparameter der Charakterisierung der Hordatine in H-Fraktionen. EPI: enhanced product ion 
scans, ESI: electrospray ionisation, HPLC: high pressure liquid chromatography, LIT: Ionenfalle, MS: mass 
spectrometry 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS I 

full scan HPLC-ESI-(+)-MS/MS I 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) 100 
Focusing Potential (V) 340 
Entrance Potential (V) 10.5 
Cell entrance Potential (V) 10,2–24 
Scanbereich (Da)  150–600 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS III 

ESI-(+)-EPI scans 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4700 
Temperatur (°C) 450 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater On 
Declustering potential (V) 75–100 
Entrance Potential (V) 8 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  −3 
Collision Energy (V) 30–40 
Collisional Energy Spread (V) 20 

LIT-Parameter 
Scanrate (Da/s) 1000 
LIT fill time (msec) 1 
Dynamic fill time on 
Q3 Entry Barrier (V) 8 
Auxiliary AC (AF3) (V) 0,21–1,15 
Exit lense voltage (EXB) (V) −155,98 bis −127,45 

ESI-(+)-EMS scans 
Curtain Gas N2 20 
Ionisationsspannung (V) 4500 
Temperatur (°C) 400 
Nebulizer Gas (psi) 30 
Turbo Heater Gas (psi) 30 
Interface Heater 0n 
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Declustering potential (V) 65 
Entrance Potential (V) 10 
Collision-activated Dissociation Gas (units)  −2 
Collision Energy (V) 10 
Collisional Energy Spread (V) 0 
Scanbereich (Da)  250–600 und 600–1000  

LIT-Parameter 
Scanrate (Da/s) 1000 
LIT fill time (msec) 0,05 
Dynamic fill time On 
Q3 Entry Barrier (V) 8 

 

8.5.5 Quantifizierung der Hordatine mittels HPLC-DAD  
Der Gesamtgehalt an Hordatinen in den aus dem Isolat gewonnenen H-Fraktionen (H1–H10) 
wurde als pCA-Äq mittels HPLC-DAD bestimmt. Die Isolate wurden in einer Konzentration von 
250 µg/mL (DMSO/0,1 %-ige Ameisensäure in MeOH; 12,5/87,5; v/v), versetzt mit 20 µg/mL 
3,4-Dimethoxyzimtsäure als interner Standard zur Quantifizierung verwendet. Mittels 
externer Kalibrierung von 1–50 µg/mL pCA in 0,1 %-iger Ameisensäure in MeOH wurde analog 
der Hordatinquantifizierung in den Extrakten nach Methode C (s. Kapitel 8.2.9.3) vermessen. 
Die Retentionszeiten der Hordatine wurden, wie bei den A-Extrakten zuvor, den MS-
Messungen entnommen (s. Kapitel 8.5.4), da aufgrund kommerziell nicht erhältlicher 
Hordatine anhand der HPLC-DAD-Methodik eine Zuordnung nicht direkt möglich war.  
 
8.6 Deskriptive Statistik und Berechnungen 
8.6.1 Bestimmung des minimum significant ratios (MSR) 
Die Validierung der in vitro-Enzyminhibitionsassays erfolgte über die Bestimmung des MSR für 
die jeweiligen PKs. Es beschreibt die Reproduzierbarkeit von Standard-Potenzschätzungen, 
wie dem IC50-Wert, aus Konzentrations-Wirkungsassays. Der MSR berechnet sich über 10?√?? , 
wobei s der Standardabweichung der logarithmischen IC50-Werte über alle betrachteten 
Experimente entspricht (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G)  [Haas et al., 2004].  
 
8.6.2 Untersuchung der Unterschiede auf Signifikanz 
8.6.2.1 Untersuchung der Varianzhomogenität 
Die Varianzanalyse erfolgte mittels einseitigem Zwei-Stichproben Fisher-Test (F-Test), wobei 
bei p < 0,05 von unterschiedlichen Varianzen zwischen den untersuchten Proben ausgegangen 
wurde.  
  
8.6.2.2 Prüfung auf Normalverteilung 
Mittels Anderson-Darling-Test für die in vitro-Enzyminhibitionsassays und die Bestimmung des 
TPC und TFC sowie mittels Test nach David für die Kalibriergeraden zur Quantifizierung der 
HCAs und der Hordatine mittels HPLC-DAD wurden die Daten auf Normalverteilung geprüft.  
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8.6.2.3 Einseitiger Zwei-Stichproben t-Test 
Bei vorliegender Normalverteilung der Daten wurde zur Signifikanzanalyse mittels des 
einseitigen Zwei-Stichproben t-Tests (student´s t-test) getestet. Bei der Analyse der in vitro- 
Daten wurde sowohl signifikante Unterschiede zur PK sowie zwischen unterschiedlichen 
Extraktionsprozessen oder BSG-Proben untersucht, was jeweils den Abbildungen im 
Ergebnisteil (Kapitel 4) zu entnehmen ist. Die Signifikanzniveaus wurden folgendermaßen 
definiert: p < 0,05: * (signifikant unterschiedlich); p < 0,01: ** (hoch signifikant 
unterschiedlich); p < 0,001: *** (höchst signifikant unterschiedlich). 
 
8.6.3 Validierungen der HPLC-DAD-Quantifizierungen 
Zur Methodenvalidierung wurde die Messpräzision mittels Lauf-zu-Lauf- und Tag-zu-Tag-
Variabilität bestimmt. Hierfür wurde für beide Quantifizierungen (Kapitel 8.2.9.2 und 8.2.9.3) 
eine Standard-Lösung von 25 µg/mL mit 20 µg/ml IS versetzt verwendet, welche an einem Tag 
in fünf aufeinanderfolgenden Läufen (Tag-zu-Tag-Variabilität) sowie an fünf 
aufeinanderfolgenden Tagen (Lauf-zu-Lauf-Variabilität) vermessen wurde. Zur Validierung der 
Hordatin-Quantifizierung (8.2.9.3) wurden eine Messlösung von 25 µg/mL pCA mit 20 µg/mL 
3,4-Dimethoxyzimtsäure (IS) eingesetzt. Die Messpräzision zur Hydroxyzimtsäure-
Quantifizierung (8.2.9.2) wurde mit je einer Messlösung von 25 µg/mL trans-FA, pCA und CA 
mit je 20 µg/mL trans-Zimtsäure als IS bestimmt. Die Variationskoeffizienten ergeben sich aus 
SD/MW*100 und sind in Tab. 17 bzw. Tab. 18 dargestellt.  
Die Sensitivität der Methoden wurde durch Ermittlung des LOD und LOQ bestimmt. Die 
Bestimmung erfolgte anhand einer Kalibrierung in niedrigem Konzentrationsbereich 
[European Commission. Joint Research Centre. Robouch, P., Stroka, J., Haedrich, J., 2016]. Es 
wurden mindestens fünf Konzentrationen sowie eine Leerprobe (n=2, je in Triplikaten) 
vermessen. Für Methode B (8.2.9.2) wurden sechs Konzentrationen (0.25–5 µg/mL) pCA- und 
trans- FA sowie sechs Konzentrationen (0.25–2.5 µg/mL) CA analysiert, für Methode C 
(8.2.9.3) fünf Konzentrationen (0.25–2.5 µg/mL) pCA. Die Bestimmung des LOD erfolgte 
anhand Formel 3. Der LOQ entspricht dem 3,3-fachen LOD-Wert. Die jeweiligen LOD- und 
LOQ-Werte sind Tab. 17 und Tab. 18 zu entnehmen.  
  
 
 
Formel 3: Berechnung des LOD; Sy,x,=SD der Residuen, b= Steigung, 푥̅ = mittleres Kalibrierungslevel, xi=Wert des 
Analyten beim Kalibrierungslevel i 

Die Präzision der Kalibrierung wurde mittels weiterer Kennzahlen überprüft. Unter 
Anwendung der Formel 4 wurde die Rest (R-SD)- sowie die Verfahrensstandardabweichung 
(V-SD) bestimmt. Aus letzterer wurde der Verfahrensvariationskoeffizient (V-Vk) ermittelt, 
welcher ein relatives Maß für die Präzision ist.  

(1)   푅 − 퐷? = ??? ?
???? ∗ 푅푠???              (2)  푉 − 퐷? =  ????

?             (3) 푉 − 푉? =  ????
?? ∗ 100  

Formel 4: Formeln zur Bestimmung der Kalibrierpräzision; (1): R-SD, Res= Residuen, n= Anzahl der 
Kalibrierkonzentrationen; (2): V-SD, b= Steigung; (3) V-Vk 

푥(? ? ?) = 3.8 ∗
??,?

푏 ?1.1 +
(푥̅)?

∑ (푥? − 푥̅)??
???
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Aufgrund unterschiedlicher UV-Absorptionen der Analyten im Vergleich zum IS wurden, 
sofern möglich, Korrekturfaktoren bestimmt. Diese ergeben sich aus der Steigung der 
Auftragung der beiden Verhältnisse cIS/AUCAnalyt gegen cAnalyt/AUCIS [Dobberstein und Bunzel, 
2010]. Die ermittelten Analytengehalte wurden mit dem jeweiligen Korrekturfaktor 
multipliziert, welche mittels Kalibriergeraden bestimmt wurden (n=2 im Triplikat vermessen). 
Sie wurden für pCA, CA und FA bestimmt und sind in Tab. 17 dargestellt.  
Zusätzlich wurde mittels zweier Methoden der Einfluss der Extraktmatrix untersucht. Da für 
die Hordatine keine Referenzsubstanzen erhältlich waren, erfolgte die Berücksichtigung des 
Matrixeffektes zur Hordatin-Quantifizierung mittels des mitgeführten IS 
(3,4-Dimethoxyzimtsäure). Hierfür wurden die gemittelten AUCs des IS in Extraktproben (n=2 
im Triplikat von insgesamt sieben Extraktproben A1–A7) verglichen mit den Mittelwerten der 
AUCs in den Standardlösungen in 0,1%-iger Ameisensäure in MeOH (n=2 im Triplikat von 
insgesamt sechs Kalibrierlösungen). Die prozentuale Abweichung der beiden Werte wurde 
ermittelt und lag signifikant (p < 0.05) bei 5,8 %, was lediglich auf leichte Matrixeffekte 
hinwies.  
Zur Untersuchung des Matrixeffektes bei der Hydroxyzimtsäure-Quantifizierung wurde die 
Methode der indirekten Regression über Standardaddition der drei Referenzsubstanzen pCA, 
FA und CA genutzt [Wellmitz und Gluschke, 2004]. Hierfür wurden die Extraktproben 
(1000 µg/mL HA1–HA3 und 250 µg/mL HE1–HE6) mit jeweils drei verschiedenen 
Konzentrationen der drei analytischen Standards versetzt. Jede Extraktprobe wurde sowohl 
„gespiket“ (plus Referenzsubstanz) als „ungespiket“ (ohne Referenzsubstanz) vermessen. 
Zusätzlich wurden die analytischen Standards in jeder Konzentration in reinem Lösungsmittel 
(0,1 %-ige Ameisensäure in MeOH) vermessen. Für die HE-Extrakte lagen die Konzentrationen 
für pCA bei 20, 25 und 35 µg/mL für FA bei 50, 75 und 100 µg/mL und für CA bei 2,5; 5; 7,5 
µg/mL. Bei den HA-Extrakten wurden niedrigere Konzentrationen für pCA von 5; 7,5 und 20 
µg/mL sowie für FA von 10; 17,5 und 40 µg/mL eingesetzt. Als Kriterium für Matrixeffekte 
wurde der b-Wert, welcher die Proben in Extraktmatrix und Lösungsmittel ins Verhältnis setzt, 
wie folgt berechnet (s. Formel 5):  
푏 = ?????

??
  

Formel 5: Berechnung des b-Wertes mit x3= AUC pCA, CA oder FA des „gespikten“ Extraktes, x1= AUC pCA, CA 
oder FA des reinen Extraktes und x+=AUC pCA, CA oder FA in reinem Lösungsmittel  

Die b-Werte wurden mit n=2 im Duplikat bestimmt, wobei jedes Replikat aus drei 
verschiedenen Referenzkonzentrationen bestimmt wurde. Anschließend wurden die Werte 
auf signifikante Unterschiede zum theoretisch optimalen b-Wert von 1 untersucht. Hierbei 
konnte für keine der drei Substanzen signifikante Unterschiede beobachtet werden, weshalb 
Matrixeffekte ausgeschlossen wurden.  
 
8.6.4 Korrelation 
8.6.4.1 Rangkorrelation nach Kendall 
Zur Untersuchung der Korrelation zwischen Gehalten verschiedener Inhaltsstoffe in Extrakten 
und Fraktionen (z.B. Gesamthordatingehalt oder Gehalt an HCAs) und Inhibitionsstärke 
wurden die Daten mittels Rangkorrelation nach Kendall [Eid et al., 2017] untersucht. Die 
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Methode beruht auf einem vollständigen Paarvergleich hinsichtlich der Rangplatzierung und 
eignet sich für Untersuchungen mit kleiner Stichprobenzahl 4 ≤ n ≤ 40. Die Gehalte (Merkmal 
1 = X) sowie die IC50-Werte (Merkmal 2 = Y) wurden in absteigender Reihenfolge sortiert und 
ein Rang wurde entsprechend zugeordnet. Insgesamt ergeben sich n * (n−1) / 2 Paarvergleiche 
bei zwei Merkmalsträgern (A und B), welche im Hinblick auf ihre Konkordanz (beide Merkmale 
höher oder niedriger bei Merkmalsträger A) oder Diskonkordanz (Merkmal Y oder X einmal 
höher und einmal niedriger) untersucht werden. Die Differenz der Anzahl konkordanter (nk) 
und diskonkordanter (nd) Paare findet sich im Zähler des Korrelationskoeffizienten τ: 

휏 =
(푛? ∗ 푛?)

푛 ⋅ (푛 − 1)
2

 

Formel 6: Berechnung des Korrelationskoeffizienten τ  

Bei Rangbindungen, bspw. wenn bei mehreren Extrakten oder Fraktionen kein IC50-Wert 
bestimmt werden konnte, kann eine Korrektur durch Bestimmung der betroffenen Paare für 
die beiden Merkmale X und Y erfolgen. Ihre Anzahl (nB(X) und nB(Y)) fließt folgendermaßen in 
die Berechnung für τB ein:  

휏? = 푛????

??푛? + 푛? + 푛?(?)? ⋅ ?푛? + 푛? + 푛?(?)?
 

Formel 7: Berechnung des ranggebundenen Korrelationskoeffizienten τb  

Im Falle eines perfekt positiven Zusammenhangs liegt der Wert bei +1 bzw. bei -1, wenn ein 
perfekt negativer Zusammenhang vorliegt. Nach Cohen et al. liegt eine schwache Korrelation 
bis zum Absolutwert ≤ 0,3, eine mittlere von 0,3–0,5 sowie eine starke Korrelation > 0,5 vor 
[Cohen, 2013]. Die empirisch ermittelten Werte können mit kritischen Werten für die 
Nullhypothese Ho: nk −nd= 0 auf ihre statistische Signifikanz überprüft werden, was jedoch nur 
für τ nicht aber τB möglich ist.  
 
8.6.5 Ausreißertest nach Nalimov 
Innerhalb der in vitro-Enzyminhibitionsassays, den Untersuchungen zum TPC bzw. TFC sowie 
den Kalibrierungen zur Quantifizierung einzelner Inhaltsstoffe in den Extrakten und Isolaten 
wurden die Werte auf Ausreißer nach Nalimov untersucht. Unterschritt die Testgröße q1 die 
kritische Grenze qcrit. beim Signifikanzniveau α=0,05, wurde der Wert nicht in die Berechnung 
mit einbezogen. 
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A. Anhang  
Tab. 32: Ausbeuten der F-Fraktionen 1–37 aus Isolierung der FA-Oligomere (s. Kapitel 8.4) nach GPC, 
semipräparativer Aufreinigung und Lyophilisierung (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G). FA: Ferulasäure 

Fraktion Ausbeute [mg] Fraktion Ausbeute [mg] 
F1 4,691 F19 2,281 
F2 7,446 F20 0,364 
F3 4,562 F21 n.b. 
F4 3,425 F22 0,819 
F5 2,519 F23 0,334 
F6 1,51 F24 0,091 
F7 1,043 F25 n.b. 
F8 1,401 F26 0,926 
F9 0,973 F27 2,089 
F10 1,106 F28 1,056 
F11 0,567 F29 0,764 
F12 0,699 F30 2,104 
F13 0,547 F31 1,443 
F14 1,615 F32 0,511 
F15 0,1 F33 1,356 
F16 1,511 F34 0,561 
F17 n.b. F35 1,156 
F18 0,501 F36 2,851 
Gesamt 55,469 F37 2,543 

n.b. = nicht bestimmbar 
Tab. 33: Übersicht der Retentionszeiten, charakteristischen Fragmente und Litertaturvergleichen der 
Referenzsubstanzen zur Charakterisierung der Inhaltsstoffe in F-Fraktionen (Kapitel 4.4.2). DiFA: Ferulasäure-
Dehydrodimer, FA: Ferulasäure, m/z: Masser-zu-Ladungsverhältnis, pCA: p-Coumarsäure, TriHOMe: 
Trihydroxyoctadecensäure 

Referenzsubstanz Retentionszeit [M−H]− m/z Fragmente Literaturvergleich 
trans-pCA 10,3 162,7 119, 93, 117, 91, 163 [Yin et al., 2017] 
trans-FA 11,1 192,5 134, 178, 149, 117  [Sinosaki et al., 2020] 
Azelainsäure 
(Nonandisäure) 

10,7 187,1 125, 97, 187, 123, 169, 143 [Steimer et al., 2017] 

(9,12,13)-TriHOME 27,6 329 229, 211, 329, 183, 171, 193, 
99, 125, 293, 311 

[Martin-Arjol et al., 
2010] 

(9,10,13)-TriHOME 28,3 329, 3 171, 139, 329, 139, 127, 157, 
99, 201, 293, 311 

[Martin-Arjol et al., 
2010] 

5-5´-DiFA 23,3 385,2 385, 326, 341, 282, 267, 253, 
249, 293 

[Callipo et al., 2010; 
Bunzel et al., 2004] 

8-5´-DiFA (zyklisch) 25,7 385,2 341, 326, 311, 267, 282, 297, 
239 

[Callipo et al., 2010; 
Bunzel et al., 2004] 

8-O-4´-DiFA 25,9 385,2 193, 178, 149, 134 [Callipo et al., 2010; 
Bunzel et al., 2004] 
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Tab. 34: (a) AUCs*  der Referenzsubstanzen FA, pCA und CA sowie des IS zur Erstellung der Kalibriergeraden 1 (1) 
zur Bestimmung von pCA, FA, CA und DiFA in BSG-Extrakten HE und HA (Methode B; 8.2.9.2) (b) auf IS bezogene 
Messwerte zur Kalibriergeraden 1 (1) zur Bestimmung von pCA, FA, CA und DiFA in BSG-Extrakten HE und HA 
(Methode B; 8.2.9.2) (c) Übersicht über alle Kalibriergeraden inklusive R2; Verdünnungsschema, Einwaagen und 
Gesamtauswertung sind dem elektronischen Anhang zu entnehmen (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite 
G); AUC: area under curve, BSG: Biertreber, CA: Kaffeesäure, c: Konzentration, FA: Ferulasäure, IS: interner 
Standard, pCA: p-Coumarsäure 

(a) 
IS (trans-Zimtsäure) Analyt 

FA pCA CA 
c [µg/mL] AUC c [µg/mL] AUC c [µg/mL] AUC c [µg/mL] AUC 
20 2076,7 2,5 123,8 2,5 189,1 2,5 63,4 
20 1985,5 5 302,3 5 385,7 5 144,7 
20 1796,5 7,5 455,5 7,5 652,8 7,5 256,3 
20 1811,4 10 588,8 10 3383,2** 10 496,5 
20 1777,9 25 1735,5 25 981,0 25 1704,3 
20 1957,9 50 3135,4 50 5876,1   
20 2004,0 75 5264,5 75 8885,2   
20 1734,0 100 6678,9 100 14313,5   

(b) 
FA pCA CA 
CFA//cIS AUC FA/AUCIS cp-CA//cIS AUCpCA/AUCIS CCA//cIS AUCCA/AUCIS 
0,125 0,060 0,125 0,091 0,125 0,031 
0,25 0,152 0,25 0,194 0,25 0,073 
0,375 0,254 0,375 0,363 0,375 0,143 
0,5 0,325 0,5 0,542 0,5 0,274 
1,25 0,976 1,25 1,903* 1,25 0,959 
2,5 1,601 2,5 3,001   
3,75 2,627 3,75 4,434   
5 3,852 5 8,255   

(c) 
Kalibrierreihe FA pCA CA 

y = mx+b 
R2 

y = mx+b 
R2 

y = mx+b 
R2 

1 (1) y = 0,7470x−0,0531 
0,9925 

y = 1,1993x−0,0722 
0,9997 

y = 0,8594x−0,1340 
0,9894 

1 (2) y = 0,7209x−0,0586 
0,9964 

y = 1,1744x−0,0644 
0,9992 

y = 0,8600x−0,1451 
0,9879 

1 (3) y = 0,7229x−0,0614 
0,9977 

y = 1,1846x−0,0733 
0,9999 

y = 0,8853x−0,1549 
0,9868 

2 (1) y = 0,7922x−0,0643 
0,997 

y = 1,0647x−0,0021 
0,9991 

y = 0,7368x−0,1549 
0,9868 

2 (2) y = 0,7983x−0,0372 
0,9989 

y = 1,0990x−0,0006 
0,999 

y = 0,7488x−0,0993 
0,9904 

2 (3) y = 0,7877x−0,0379 
0,9990 

y = 1,1328x−0,0272 
0,9994 

y = 0,7772x−0,1245 
0,9836 

* AUCs in tabellarischer Übersicht gerundet auf eine Dezimalstelle, in Excel (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G) 
berechnet ohne gerundete Werte  
** Ausreißer nach Nalimov 
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Abb. 61: Kalibriergerade 1 (1) zur Bestimmung der HCAs in BSG-Extrakten HA und HE, Geradengleichungen sind 
Tab. 34 (c) zu entnehmen. BSG: Biertreber, CA: Kaffeesäure, FA: Ferulasäure, HCA: Hydroxyzimtsäure, IS: interner 
Standard, pCA: p-Coumarsäure  

Tab. 35: (a) AUCs der Referenzsubstanz pCA sowie des IS zur Erstellung der Kalibriergeraden 1 zur Bestimmung 
von Hordatinen in BSG Extrakten A sowie H-Fraktionen (Methode C; 8.2.9.3) (b) Übersicht über alle 
Kalibriergeraden inklusive R2; Verdünnungsschema, Einwaagen und Gesamtauswertung sind dem elektronischen 
Anhang zu entnehmen (vgl. elektronischer Anhang, Tab. 39 Seite G); AUC: area under curve, BSG: Biertreber, c: 
Konzentration, IS: interner Standard, pCA: p-Coumarsäure 

(a) 
pCA IS (3,4-Dimethoxyzimtsäure) pCA/IS 
c [µg/mL] AUC c [µg/mL] AUC c  AUC 
1 59,483 20 669,4 0,05 0,089 
2.5 123,652 20 671,6 0,125 0,184 
5 307,207 20 702,8 0,25 0,437 
10 640,200 20 697,2 0,5 0,918 
25 1588,100 20 618,5 1,25 2,568 
50 3859,300 20 651,9 2,5 5,920 

(b) 
Kalibrierreihe Kalibriergerade y = mx + b Bestimmtheitsmaß R2 
1 (1) y = 2,3827x−0,1705 0,9957 
1 (2) y = 2,4175x−0,1392 0,9985 
1 (3) y = 2,4581x−0,1988 0,9935 
1 (4) y = 2,3712x−0,1404 0,9989 
2 (1) y = 2,1303x−0,0801 1,0000 
2 (2) y = 2,1226x−0,0607 0,9998 
2 (3) y = 2,1349x−0,0658 0,9999 
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Abb. 62: Kalibriergerade 1 (1) zur Bestimmung der Hordatine in BSG-Extrakten A und H-Fraktionen, 
Geradengleichungen sind Tab. 35 (b) zu entnehmen. BSG: Biertreber, IS: interner Standard, pCA: p-Coumarsäure 

Tab. 36: MS-Parameter zur Charakterisierung der BSG-Extrakte mittels MS/MS-Experimenten zu Kapitel 8.2.10.1. 
BSG: Biertreber, CA: Kaffeesäure, CE: collision energy, CEP: cell entrance potential, CXP: cell exit potential, DP. 
declustering potential, EP: entrance potential, FA: Ferulasäure, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis, pCA: p-
Coumarsäure, Rt: Retentionszeit  

Substanz Rt (min)* m/z Ionisier-
ung 

DP 
(V) 

EP 
(V) 

CEP 
(V) 

CXP 
(V) 

CE (V) 

pCA (cis und trans 
Isomer) 

19,3 und 20,4 163 negativ −100 −8 −12 −15 −20 

FA (cis und trans 
Isomer) 

20,5 und 21 193 negativ −100 −8 −12 −15 −20 

CA (cis und trans 
Isomer) 

16,4 und 17,8  179 negativ −100 −8 −12 −15 −20 

(+)-Catechin 16,1  289 negativ −65 −9 −20 −2 −35/−50 
(−)-Epicatechin 17,3 289 negativ −65 −9 −20 −2 −35/−50 
Azelainsäure 19,6  187 negativ −21 −10,5 −12 −6 −20 
Suberinsäure 16,9  173 negativ −100 −8 −10,95 −15 −20 
Sebacinsäure 27,3  201 negativ −26 −8,5 −11,8 −50 −26 
(L)-Tryptophan 10,1  205 positiv 100 8 32 50 15/20 
Procyanidin B1 19 577 negativ −100 −10 −31,77 −15 −30/−50 
Procyanidin B2 16,2 577 negativ −100 −10 −38,4 −50 −30/−50 
Procyanidin B3 16 577 negativ −100 −10 −38,4 −50 −30/−50 
Procyanidin B4 16,3 577 negativ −100 −10 −38,4 −50 −30/−50 
Hydroxy-
sebacinsäure 

18 217 negativ -100 −8 −12 −15 −20 

Phosphatidyl-
ethanolamin 
(18:2/0:0) 

37,9 und 39,3 478 positiv 100 8 32 15 20 

Lyso-
phosphatidyl-
ethanolamin 
(16:0) 

40,1 453 positiv 100 8 19,55 15 35 

*Schwankungen von bis zu 0,5 min aufgrund von Reparaturen und Wechsel der HPLC-Geräte oder Säulen; Verschiebung der 
Retentionszeit durch verkürzte Kanülen etc. 

Anhang A 



Anhang A 

E 
 

Tab. 37: MS-Parameter zur Charakterisierung der FA-Oligomere und Oxylipine in BSG-Extrakten und F-Fraktionen 
mittels ESI-(−)-MS/MS-Experimenten zu Kapitel 8.2.10.2 und 8.4.4. BSG: Biertreber, CE: collision energy, CEP: cell 
entrance potential, CXP: cell exit potential, DiFA: Ferulasäure-Dehydrodimer, DP. declustering potential, EP: 
entrance potential, FA: Ferulasäure, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis, pCA: p-Coumarsäure, Rt: Retentionszeit, 
TriHODA: Trihydroxyoctadecansäure, TriHOMe: Trihydroxyoctadecensäure 

Substanz Rt (min) m/z DP (V) CEP (V) CXP 
(V) 

CE (V) CAD 
(units) 

EP (V) 

trans-FA 11,2 193 −50 −28 0 −25 6 −4,5 
cis-FA 10,5 193 −50 −28 0 −25 6 −4,5 
trans-pCA 10,2 163 −45 −27,25 0 −35 6 −4,5 
cis-pCA 9,6 163 −45 −27,25 0 −35 6 −4,5 
Azelainsäure 10,5 187 −50 −28 −2 −30 6 −5 
DiFA 10,7–11 385 −45 −20 −2 −30 6 −10,5 
DiFA 11,4–

11,8 
385 −45 −20 −2 −30 6 −10,5 

DiFA 14 385 −175 −20 −4 −20/−40 6 −10,5 
DiFA 15,5 385 −175/−35 −20 −4 −30/−50 6 −10,5 
DiFA 18 385 −175/−35 −20 −4 −30/−50 6 −10,5 
DiFA (5-5´-Isomer) 23,5 385 −35 −20 −4 −50/−35 6 −10 
DiFA 24,9 385 −35 −20 −4 −50 6 −10 
DiFA (8-O-4´-Isomer) 26,6 385 −35 −20 −4 −35 6 −10 
DiFA 28,5 385 −65  −15 −30/−50 2 −10 
DiFA 30,8 385 −65 −20 −4/−15 −30/−35 2 −10 
DiFA 39,5 385 −90 −17 −4 −20/−35 6 −10 
DiFA 40,5 385 −90 −17 −4 −20/−35 6 −10 
DiFA 41 385 −90 −17 −4 −20/−35 6 −10 
DiFA 45 385 −90 −17 −4 −20/−35 6 −10 
TriFA 35,2 577 −105 −30 −4 −40 6 −10 
TriFA 40,5 577 −100 − −15 −30 2 −10 
TriFA 20,0 577 −45 − −15 −25 2 −10 
TriFA 15 577 −45 − −15 −25 2 −10 
TriFA 21,7 577 −85 − −17 −20/−40 2 −10 
TriFA 23,6 577 −85 − −17 −20 2 −10 
TriFA 26,6 577 −85 − −17 −20 2 −10 
TriHOMe 28 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 29 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 32,8 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 34 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 35,7 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 37 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 39 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHOMe 40 329 −100 −31.77 −4 −30 5 −10,5 
TriHODA 28,7 331 −100 −31.82 −4 −30 6 −10,5 
TriHODA 39 331 −100 −31.82 −4 −30 6 −10,5 
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Tab. 38: MS-Parameter zu Charakterisierung der Hordatine in BSG-Extrakten und H-Fraktionen mittels MS/MS-
Experimenten zu Kapitel 8.5.4. AF3: auxiliary AC, BSG: Biertreber, CE: collision energy, CEP: cell entrance 
potential, CES: collisional energy spread, CXP: cell exit potential, DP: declustering potential, ESI: electrospray 
ionisation, EP: entrance potential, EXB: exit lense voltage, FP: focusing potential, HPLC: high pressure liquid 
chromatography, MS: mass spectrometry, m/z: Masse-zu-Ladungsverhältnis 

HPLC-ESI-(+)-MS/MS System III 

Hordatin m/z 
[M+2H]2+ 

DP 
(V) 

CES 
(V) 

CE 
(V) 

CAD 
(units) 

EP 
(V) 

AF3 (V) EXB (V) 

A 276,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,69 −155,98 bis−141,17 
B 291,4 100 40 20 −3 8 0,21–0,72 −155,98 bis−140,25 
C 306,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,75 −155,98 bis−139,32 
D 321,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,79 −155,98 bis−138,24 
A1 284,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,71 −155,98 bis−140,71 
B1 299,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,74 −155,98 bis−139,63 
C1 314,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,78 −155,98 bis−138,71 
D1 329,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,81 −155,98 bis−137,63 
A2 291,7 100 40 20 −3 8 0,21–0,72 −155,98 bis−140,25 
B2 307,4 100 40 20 −3 8 0,21–0,75 −155,98 bis−136,08 
C2 322,3 100 40 20 −3 8 0,21–0,79 −155,98 bis−138,24 
A-Hexosid 357,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,86 −155,98 bis−134,23 
B-Hexosid 372,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,89 −155,98 bis−135,16 
C-Hexosid 387,6 100 40 20 −3 8 0,21–0,92 −155,98 bis−134,23 
A1- Hexosid 365,7 100 40 20 −3 8 0,21–0,88 −155,98 bis−135,47 
B1- Hexosid 380,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,91 −155,98 bis−134,85 
C1- Hexosid 395,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,94 −155,98 bis−133,77 
A-Dihexosid 438,5 100 40 20 −3 8 0,21–0,91 −155,98 bis−134,54 
B-Dihexosid 453,2 100 40 20 −3 8 0,21–1,05 −155,98 bis−130,22 
C-Dihexosid 468,8 100 40 20 −3 8 0,21–1,08 −155,98 bis−129,30 
A-Trihexosid 519,2 75 30 20 −3 8 0,21–1,15 −155,98 bis −127,45 
B-Trihexosid 534,3 75 30 20 −3 8 0,21–1,15 −155,98 bis −127,45 
C-Trihexosid 549,2 75 30 20 −3 8 0,21–1,15 −155,98 bis −127,45 
HPLC-ESI-(+)-MS/MS System I 

Hordatin m/z 
[M+2H]2+ 

DP 
(V) 

CEP (V) CXP 
(V) 

CE (V) CAD 
(units) 

EP (V) FP (V) 

A 276,5 100 32 15 20 2 8 340 
B 291,6 100 32 15 20 2 8 340 
C 306,2 100 15,0 50 35 2 10,5 340 
A1 284,1 100 14,3/32 50/15 35/20 2 10,5/8 340 
B1 299,3 100 32 15 20–30 2 8 340 
C1 314,1 100 15,3 50 35 2 10,5 340 
A2 292,0 100 14,6 50 35 2 10,5 340 
B2 307,1 100 15,05 50 35 2 10,5 340 
C2 322,1 100 15,5 50 35 2 10,5 340 
A-Hexosid 357,7 100 32 15 20–30 2 8 340 
B-Hexosid 372,6 100 32 15 20–30 2 8 340 
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C-Hexosid 387,2 100 17,5 50 35 2 10,5 340 
A1-Hexosid 365,1 100 16,8 50 35 2 10,5 340 
B1-Hexosid 380,1 100 17,3 50 35 2 10,5 340 
C1-Hexosid 395,1 100 17,8/32 50/15 35/20 2 10,5/8 340 
A-Dihexosid 438,2 100 32 15 20 2 8 340 
B-Dihexosid 453,6 100 32 15 20 2 8 340 
C-Dihexosid 468,7 100 20/32 50/15 35/20 2 10,5/8 340 
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