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Die Hummel hat eine Fliigelfliche von 0,7 cm? und wiegt 1,2 g. Nach
den Gesetzen der Aerodynamik ist es ihr nicht moglich zu fliegen. Das
weil sie aber nicht und fliegt trotzdem.
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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die Regulation des Glucosestoffwechsels und damit einhergehend die Aufrechterhaltung der
Glucosehomdostase sind essenzielle Prozesse des menschlichen Koérpers zur
Energiegewinnung. Ein dauerhaft erhdhter Blutglucosespiegel ist pathologisch und gilt als
Symptom der Krankheit Diabetes mellitus. Seine steigende Inzidenz sowie Pravalenz 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 zusatzlich den Nachhaltigkeitsaspekt auf, was Biertreber (BSG) als
Ausgangsmaterial entsprechender Untersuchungen interessant macht. Mit iber 39 Millionen
Tonnen weltweit pro Jahr stellt er das Hauptnebenprodukt der Bierindustrie dar und wird
bislang vordergriindig als Futtermittel verwendet [Mussatto, 2014]. Aktuelle Studien zeigten
seinen Nutzen zur Erhéhung des Nahrwertes von Lebensmitteln auf [Sahin et al., 2021; Pratap
Singh et al., 2020]. Zudem wurden bioaktive Inhaltsstoffe wie Flavonoide oder
Hydroxyzimtsauren (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 Kaffeesdure (CA) erwiesen
sich als potente a-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-Flissig-
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
gegenulber a-Glucosidase, a-Amylase, Dipeptidylpeptidase IV und Glykogenphosphorylase a
(GPa) untersucht. Die Extrakte aus alkalischer Hydrolyse (HE) wiesen einen deutlich héheren
Gesamtphenol (TPC)- und Gesamtflavonoidgehalt (TFC) auf als die A- (SLE) und HA-Extrakte
(SLE aus Ruckstand der alkalischen Hydrolyse). Potente Inhibition wurde v.a. durch die
A-Extrakte gegeniber a-Glucosidase und GPa 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 erhaltlich, 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
a-Glucosidase- und GPa-Inhibitionsassay untersucht wurden. Zwei H-Fraktionen hemmten
a-Glucosidase und deuteten auf Hordatin-Glykoside oder den Prakursor p-Coumaroylagmatin
als moglichen Inhibitor hin. Zahlreiche F-Fraktionen hemmten GPa, wobei trimere
Ferulasaurederivate als Inhibitoren postuliert wurden. Eindeutige Rickschlisse auf die
inhibierenden Komponenten der Extrakte waren aufgrund der geringen Ausbeuten und damit
kleinen Stichprobenzahl sowie den semiquantitativen Bestimmungen schwierig. Zudem
rickten Oxylipine als Inhaltsstoffe fast aller Extrakte sowie der F-Fraktionen in den Fokus. Ein
GPa- und o-Glucosidase-hemmendes Potential von BSG-Extrakten bzw. isolierter
Phytochemikalien konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden.
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Kurzzusammenfassung

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 a-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 a-
glucosidase, a-amylase, dipeptidyl peptidase IV and glycogen phosphorylase o (GPa). 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 a-glucosidase and GPa. 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 a-glucosidase and GPa- inhibition assays. Two H-fractions
inhibited a-glucosidase and indicated hordatine glycosides or the precursor
p-coumaroylagmatine as a possible inhibitor. Numerous F-fractions inhibited GPa, 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 GPa- and a-glucosidase-
inhibiting potential of BSG extracts and isolated phytochemicals, respectively, could be
demonstrated in the present work.
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Einleitung

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 ausgeprdgten Regulation Uber bspw.
Enzyme und Hormone. Diese sind verantwortlich fir die Aufrechterhaltung der
Glucosehomoostase, zu welcher neben der exogen zugefiihrten auch die endogen aus
Glykogen freigesetzte Glucose beitrdagt. Anhand des Blutglucosespiegels (BZ) lassen sich die
beiden pathologisch relevanten Stoffwechselsituationen hypoglykdmisch (BZ < 4 mmol/L) und
hyperglykamisch (BZ > 6,5-7 mmol/L) definieren, wobei letzterer der Hauptindikator fir die
weit verbreitete Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus (DM) ist [Rehner und Daniel,
2010]. Unter DM wird eine Vielzahl von Erkrankungen wie v.a. Typ | (TIDM) und Typ || DM
(TIIDM) zusammengefasst, welche als gemeinsamen Nenner die erhohte BZ, ausgeldst durch
Insulinresistenz oder Insulinmangel, aufweisen [Clauss und Clauss, 2018]. Mit iber 90 % ist
der TIIDM der dominanteste Vertreter. Er entwickelt sich durch eine Insulinresistenz, wobei
Ubergewicht zu den wichtigsten Risikofaktoren zihlt. In den letzten Jahren stiegen dessen
Inzidenz sowie Pravalenz in Deutschland [RKI, 2017] und weltweit deutlich an. So sind 2021
bereits 537 Millionen Menschen global an DM erkrankt und 6,7 Millionen Todesfalle konnten
mit DM assoziiert werden [Magliano und Boyko, 2021]. Die steigenden Zahlen erfordern
Handlungsbedarf, welcher u.a. die Suche nach effizienten Therapieansdtzen 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 a-Amylase und
a-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 gehoren. Sie zahlen zur Gruppe der Dipeptidylpeptidase IV-Inhibitoren und
bewirken eine Verlangerung der Halbwertszeit der beiden Inkretine glucagon-like peptide 1
(GLP1) und glucose-dependant insulotropic polypeptide (GIP). Beide Peptidhormone fordern
nach der Nahrungsaufnahme Uber 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 Schlisselenzym fiir den Glykogenabbau darstellt. Seine Inhibition bewirkt demnach eine
verminderte Glucosefreisetzung. Doch bislang ist aufgrund der Differenzierungsschwierigkeit
zwischen den drei Isoformen noch kein entsprechendes Medikament verfligbar [Nagy et al.,
2013; Baker et al., 2005]. Die Grundlage bei der Suche nach neuen , Antidiabetika” kénnen
Pflanzenextrakte darstellen, deren biologische Aktivitdit untersucht wird. Wird eine
biologische Aktivitat bspw. in Form potenter Enzyminhibition beobachtet, ist das Ziel, mittels
aktivitatsgeleiteter Fraktionierung die aktive Komponente zu identifizieren. So konnten
Quercetin sowie verschiedene Anthocyane aus Subfraktionen von roten Fruchtsdften
gewonnen und als potente in vitro-Inhibitoren der a-Amylase und a-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
a-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 grolen Mengen an und werden derzeit v.a.
als Treibstoff, Diinger 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 koénnen als Ausgangsmaterial fir
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 jahrlich 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 fiir die menschliche Erndhrung bspw. als Zusatz in Nahrungsmitteln zur Erh6hung
des Nahrwerts. So wurde BSG in verschiedenen Studien bereits in Pasta [Sahin et al., 2021],
proteinreichen Snacks [Pratap Singh et al., 2020], Frankfurter Wirstchen [Nagy et al., 2017]
oder gebackenen Gerstensnacks [Kirjoranta et al., 2016] eingesetzt, um in Testversuchen den
Einfluss des BSG-Zusatzes auf den Nahrwert 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 Hydroxyzimtsauren (HCA) sowie geringere Mengen
an Flavonoide wie Catechine oder Quercetin in BSG nachgewiesen. Neben der klassischen
Fest-Flissig-Extraktion (engl. solid-liquid extraction, SLE) mit organischen L&sungsmitteln
haben sich flir BSG der alkalische Aufschluss oder enzymatische Vorbehandlungen als geeignet
zur Extraktion von Polyphenolen erwiesen. Die beiden letzteren fiihren 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 ermdoglicht die Unterscheidung
zwischen freien und gebundenen Polyphenolen [Birsan et al., 2019]. Zur Untersuchung der
Extrakte auf Enzyme des Glucosestoffwechsels ist eine zusatzliche 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
verfalschen konnten. Zudem ermoglicht die Festphasenextraktion (engl. solid phase
extraction, SPE) die Aufkonzentrierung phenolischer Komponenten [Michalkiewicz et al.,
2008]. HCAs wie Kaffee- (CA) oder Ferulasaure (FA) erwiesen sich als potente a-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 GPa [Jakobs et al.,
2006], der a-Amylase und der a-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 fallt weltweit
jahrlich 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 hauptsachlich aus den Schalen des
Getreidemalzes, Teilen des Perikarps sowie der Samenschale und verbleibt als fester
Rickstand nach dem Ldauterprozess. Das verwendete Getreidemalz besteht meistens aus
Gerste (Hordeum vulgare), was im deutschen Reinheitsgebot bzw. der Bierverordnung und
der Verordnung zur Durchfiihrung des Biergesetzes flir untergadrige Biere vorgeschrieben ist
[§ 17 Absatz 1 BierStDB]. Fur obergarige 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

Grundsatzlich sind fir die Zusammensetzung von BSG sowohl der Malzungsprozess als auch
der eigentliche Brauprozess entscheidend. Die Gerste wird zundchst im Malzprozess zu Malz
verarbeitet und geht anschlieBend in den Brauprozess tber, welcher sich gliedern ldsst in die
Wiirzebereitung und Garung (s. Abb. 1).

[ GWasser Malzerei
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Abb. 1: Herstellungsprozess von Bier gegliedert in Malzerei, Wiirzebereitung und Garung. (Modifiziert nach Belitz
et al. 2007).

Zur Herstellung des Malzes wird das Getreide zundchst einer Prozessabfolge, bestehend aus
Weichen, Keimen und Darren, unterzogen. Beim Weichen werden durch die Wasseraufnahme
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und Bellftung zelleigene Enzyme aktiviert und Stoffwechselvorgange initiiert, welche fir die
sich anschlieBende Keimung relevant sind. Wahrend des Keimungsprozesses (5-7 Tage)
kommt es zur Ausbildung von Wurzeln und Blattern sowie zur Neubildung verschiedener
Enzyme wie Proteasen, Phosphatasen oder a- und B-Amylase. Aufgrund des Energiebedarfs
beim Wachstumsprozess kommt es zum vermehrten Abbau polymerer Kohlenhydrate wie
Starke (Amylolyse) sowie Proteine (Proteolyse). Der Gehalt kurzkettiger Kohlenhydrate steigt
an. Temperatur, Rohmaterial sowie die Intensitdat der Keimung und somit das AusmaR der
Enzymaktivitat beeinflussen den Charakter des entstehenden sog. Griinmalzes. Dieses wird im
Anschluss gedarrt mit dem Ziel der Lagerfahigkeit, Entstehung der charakteristischen Farbe
und des Aromas. In dem mehrstiindigen Prozess wird der Wassergehalt von ca. 40-50 % auf
3-4 % reduziert und demnach die Wasseraktivitdt (aw-Wert) deutlich abgesenkt. Im unteren
Temperaturbereich (40-70 °C) laufen enzymatische Reaktionen ab, wahrend im hoéheren
Temperaturbereich (ab 95 °C) chemische Reaktionen gepragt von der Maillard-Reaktion —v.a.
bei dunklem Malz —eine Rolle spielen. Die Temperaturfihrung beeinflusst den Braunungsgrad
bzw. die Farbwerte des resultierenden Malzes.

Der sich anschlielende Brauprozess umfasst die Prozessschritte Schroten, Maischen, Lautern,
Wirzekochen, Garung, Reifung, Lagerung und Abfillung, wobei die Schritte nach dem Lautern
fur die Zusammensetzung des BSG nicht relevant sind. Zunachst wird das Malz erneut mit
Wasser versetzt und bei fir die Enzymsysteme des Malzes optimalen Bedingungen dem
Maischeprozess unterworfen. Dabei gehen zahlreiche Inhaltsstoffe des Malzes durch
enzymatische Degradation oder Solubilisierung in die sog. Wiirze tUber. 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 ber 72°C Maischen mit hohem
Dextringehalt, welche geeignet sind fir Biere mit niedrigem Alkoholgehalt. Beim sog.
Lauterprozess wird die Wirze (lI6sliche Substanzen) vom BSG (unlosliche Bestandteile)
getrennt. Die Wirze wird anschlieBend zusammen mit Hopfen zur Inaktivierung der
Malzenzyme, Sterilisation, Bildung reduzierende Stoffe, Losung von Hopfeninhaltsstoffen
sowie Bildung und Ausscheidung von Eiweil3- und Gerbstoffen gekocht. AnschlieBend wird die
Wirze mittels Hefe einer alkoholischen Garung unterworfen und das erhaltene Bier zur
Haltbarmachung zumeist filtriert und abgefillt [Fischer und Glomb, 2015].

2.1.2 Nutzungsmoglichkeiten und Anwendungen

Sein hoher Protein- und Ballaststoffgehalt machen BSG zu einem geeigneten und glinstigen
Futtermittel fur Vieh, doch sind seine Anwendungsmaoglichkeiten deutlich vielseitiger und
wurden in den letzten Jahren verstarkt erforscht. Die hohen Protein- und Ballaststoffgehalte
machen BSG zu einem interessanten Rohstoff flr die menschliche Ernahrung. So kann BSG
eingesetzt werden, um den Nahrwert verschiedener Produkte zu erhéhen. Kiirzlich publizierte
Studien reichen von Einsatz in Pasta [Sahin et al., 2021; Nocente et al., 2019] oder
proteinreicher Snacks [Pratap Singh et al., 2020] Uber 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 Wiirstchen, um den Fettgehalt des Endproduktes zu
reduzieren [Ozvural 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. fur Nudeln, dass der Zusatz von BSG zu Weizenmehl den
Ballaststoffgehalt um bis zu 135 %, den B-Glucangehalt um bis zu 85 % und die antioxidative
Kapazitat um bis zu 19 % erhéhen konnte im Vergleich zu reinen Weizennudeln [Nocente et
al., 2019]. Die Forscher um Kirjoranta beobachteten, dass eine Zugabe von BSG zu
Weizenmehl im Verhaltnis 1:4 den glykdmischen 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 Kapazitdit im Brot nach Zusatz
unterschiedlicher Menge an BSG. Sie zeigten im Brot eine Erhéhungen der Substanzen, die
nach einer Verdauung in vitro erhalten blieben [Merten et al., 2022]. Besonders B-Glucane aus
Gerste sind in diesem Zusammenhang hinsichtlich ihrer positiven Effekte auf die menschliche
Gesundheit wie Beschleunigung der Transitzeit, erhéhtes 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 fir menschliche Erndahrung kann BSG zur
Treibstoffgewinnung eingesetzt werden. So gibt es Studien (iber den Einsatz von BSG zur
Bioethanol- oder Biogasgewinnung durch Fermentation [Liguori et al., 2015; Szaja et al., 2020;
Bedd et al., 2021]. Weiterhin eignet sich BSG als Wachstumsmedium bzw. Substrat fir
Fermentationsprozesse. Studien zur Nutzung durch verschiedene Organismen sind bekannt.
Unter anderem wurde BSG erfolgreich als Zuckerersatz bei der Milchsdauregarung 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 Zitronensadurefreisetzung mittels
Rhizopus oligosporus [Cooray und Chen, 2018] wurde BSG verwendet.

Weitere Anwendungsmoglichkeiten liegen in der Extraktion einzelner Wertstoffe oder
Substanzklassen. Cellulose und Lignin sind wichtige Rohmaterialien in der Polymer-
Technologie und kdnnen mit verschiedenen Extraktionsmethoden aus BSG gewonnen
werden. Mishra et al. isolierten Cellulose und Uberfiihrten diese mittels eines mehrstufigen
Prozesses in Nanofasern [Mishra et al., 2016], die oftmals als Fillstoffe verwendet werden
[Chen et al., 2019]. Ebenso wurde Lignin mittels alkalischen Aufschlusses aus BSG, gefolgt von
Ansduerung der erhaltenen schwarzen Aufschlussflissigkeit (engl. black liquor), gewonnen. Es
ist ein wichtiger Ausgangsstoff flr 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 fiir biologisch abbaubare oder essbare
Materialien im Bereich der Polymertechnologie dar [Péroval et al., 2002; Hdije 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
mikrowellenunterstiitzt und verschiedenen Losungsmitteln oder Uberkritischem CO;
extrahiert [Faulds et al., 2002; Hernanz et al., 2001; Alonso-Riafio 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 zugehodrige Extraktionsmethodik wird im Folgenden
eingegangen.
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2.1.3 Inhaltsstoffe

BSG ist der unlosliche Rickstand nach dem Lauterprozess der Bierherstellung und besteht
hauptsachlich aus den Schalen des Getreidemalzes, was dessen hohen Gehalt an Cellulose,
Hemicellulose und Lignin erklart. Weiterhin finden sich recht hohe Gehalte an Proteinen und
Fetten sowie, je nach Prozessfiihrung, geringe Mengen an verbliebener Starke (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 abhdngig von
unterschiedlichen Faktoren wie der Brauprozessfihrung (Maische-/Malzprozess), dem
verwendeten Ausgangsmaterial (Getreideart, Erntezeit), ggf. eingebrachten Zusatzstoffen im
Brauprozess (exogene Enzyme, ungemalztes Getreide/Rohfrucht, Zucker/-sirup), wobei
letztere nicht flr nach dt. Reinheitsgebot gebraute Biere von Bedeutung sind [Moreira et al.,
2013b; Basarova, 2020; Steiner et al., 2015; Steiner et al., 2015]. Zusatzlich spielt bei der
Analyse der Zusammensetzung die Lagerzeit des BSG eine Rolle, da dieser sehr anfallig fur
mikrobiologische Prozesse ist [Bianco et al., 2020]. Daher sollte er vor der Analyse mittels
Gefriertrocknung moglichst schonend in einen lagerfahigen Zustand tberfihrt werden.

Tab. 1: Zusammensetzung verschiedener BSG.

Inhaltsstoff in [Jayet [Xiros [Mene [Robertson [Corona [Naibaho [Parchami

[g/100 g al., etal., seset etal.,h2010] doet und etal.,
Trockengewicht 2008]  2008] al., al., Korzeniows 2021]
BSG] 2013] 2020] ka, 2021)3
Hemicellulose

(Arabinoxylan) n.b.? 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
Starke 10-12 2,7 n.b. 1,6-132 n.b. n.b. 20,9
Protein 15-17 14,2 24,7 14,9-22,32 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 %
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.

In.b.= nicht bestimmt
2Schwankungen zwischen BSG von Lager und Ale Bier
3BSG acht verschiedener Brauereien

4 Gesamtfaser abziiglich Cellulose und Hemicellulose

2.1.3.1 Ballaststoffe

Ballaststoffe sind definiert als die Bestandteile pflanzlicher Nahrungsmittel, die von den
Enzymen des menschlichen Kérpers nicht verdaut werden kénnen. Darunter fallen zahlreiche
Polysaccharide sowie Lignin. Es wird weiterhin unterschieden zwischen I6slichen
Ballaststoffen, welche im Kolon fermentiert werden und wasserloslich sind, sowie unldslichen
(bspw. in Weizenkleie), welche auch durch Mikroorganismen im Korper nahezu unverdaut
bleiben und in Wasser nicht 16slich 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 fiir koronare Herzerkrankungen,
Schlaganfélle, 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 flr verschiedene
Getreideballaststoffe sind in der Artikel 13-Liste gesundheitsbezogene Angaben zur Erhéhung
des Stuhlvolumens oder Unterstlitzung der normalen Darmfunktion bzw. Beschleunigung der
Darmpassage enthalten [VO (EG) NR. 1924/2006; VO (EU) Nr. 432/2012]. Die Deutsche
Gesellschaft fur Erndahrung (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 Gemiise bzw.
Vollkornprodukten erreichen lasst [DGE Bonn, 2019].

BSG enthilt eine Vielzahl an Ballaststoffen, zu welchen Polysaccharide wie Arabinoxylane,
B-Glucane und Cellulose sowie Lignin als polyphenolisches Makromolekil zdahlen [Kanauchi
und Agata, 1997; Preedy; Watson; Patel, 2011]. Mit bis zu 70 % Polysacchariden zahlt BSG (vgl.
Tab. 1) als ballaststoffreich. Aufgrund des Brauprozesses, in welchem die |6slichen
Bestandteile in die Wiirze (ibergehen, verbleiben im BSG v.a. die unldslichen, nicht mit Wasser
extrahierbaren Substanzen, fiir 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 grofStenteils den unldslichen Ballaststoffen zugeordnet
werden kdnnen.

Die Hemicellulosen Arabinoxylane (s. Abb. 2; AX) stellen in BSG neben Cellulose die
Hauptpolysaccharide dar und bestehen strukturell aus B-b-(1 - 4)-verknlpften -
Xylopyranosylen mit a-L-Arabinofuranose-Seitenketten. Zusatzlich sind vereinzelte
Arabinofuranosen mit monomeren oder dimeren FA-Einheiten als sog. Quervernetzer
verestert. BSG enthalt sowohl I6sliche als auch unldsliche AX, da bspw. Proteinbarrierenin der
Pflanzenmatrix die Extraktion der l6slichen AX wahrend des Brauprozesses verhindern kann

[Reis et al., 2015].
= iﬁ/ﬁ% .
l 0

Abb. 2: Struktur der AX; B-D-(1 = 4) -verknUpfte -Xylopyranosyle mit a 1->3 verknlpften Arabinofuranosen und
veresterter FA an C(4) der Arabinofuranose. (Modifiziert nach Reis et al., 2015 und Lynch et al., 2016).
AX: Arabinoxylan, FA: Ferulasaure

Effekte durch AX aus Getreide hinsichtlich einer Modulation des glykdamischen Index sind in
aktuellen Studien beschrieben [Malunga et al., 2017; Truchado et al., 2017; EFSA, 2011b]. Ein
ahnlicher Einfluss durch mit BSG angereicherte, getreidebasierte Snacks wurde von Reis et al.
beobachtet. Durch Zusatz von BSG erhohte sich neben dem Polyphenolgehalt (v.a.
phenolische Sduren) der AX-Gehalt der Lebensmittel, was zu einem Anstieg der antioxidativen
Kapazitat und gleichzeitig zu einer Abnahme des glykdmischen Index fiihrte [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 prabiotisches Potential bestatigt [Lynch et al., 2021]. AX aus Getreide bzw. auch BSG
zeigten folglich potente biologische Wirkungen, was ihre Extraktion aus der Pflanzenmatrix
fur weitere Untersuchungen notwendig macht. AX sind tiber Wasserstoffbriicken an Cellulose
gebunden und in einer komplexen Matrix aus Lignin, Cellulose und Proteinen eingeschlossen,
weshalb sie mittels aufwandiger Extraktionsverfahren gewonnen werden missen. Hierbei
wurden Verfahren angewandt, die von physikalischen (z.B. ultraschallunterstitzt [Reis et al.,
2015]), enzymatischen [Treimo et al., 2009] zu chemischen Methoden mit Alkaliextraktion
reichen [Martinez-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 anschlieBender Dialyse, welche
durch Kalilauge auf 10-13 % gesteigert wurde. Die hoéchsten 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-Verhaltnis bei ca. 0,85 lag. Weiterhin untersuchten Coelho et al. die Struktur
der AX und machten die 1->4-Xylose-Verbriickung 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 GroRe der extrahierten AX, d.h.
das AusmaR der Spaltungen kovalenter Bindungen innerhalb der Makromolekiile, hdangt 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 Ferulasdure (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 flinfmal so haufig war wie die Veresterung mit
FA [Mandalari et al., 2005].

Als zweite Gruppe der Hemicellulosen sind B-Glucane ((1-3,1-4)-B-D-Glucan)) in BSG
enthalten. Wie auch die AX kdnnen sie sowohl den loslichen als auch den unl6slichen
Ballaststoffen angehdren, was u.a. auch vom Molekulargewicht abhdngt [Zielke et al., 2017].
Sie spielen mengenmaRig (ca. 1% w/w) eine untergeordnete Rolle [Bravi et al., 2021].
Strukturell handelt es sich um lineare Ketten 123 und 124 verknipfter
B-D-Glucopyranosyleinheiten mit einem Molekulargewicht von 48-3000 kDa, wobei die 12>4
Verknipfung mit etwa 75-85% dominiert [Gomez et al., 1997]. |hre positiven Effekte
hinsichtlich der Risikoreduktion fuir koronare Herzerkrankungen beruhen auf der Reduktion
der Gallensdureriickresorption und einer dadurch erhdhten Gallensdauresynthese aus
Cholesterol. Gleichzeitig wird die Ausscheidung neutraler Sterole erhoéht, was die
Cholesterinkonzentration im Blut senkt. Ein erhohter LDL-Cholesterinspiegel ist assoziiert mit
der Entwicklung von Arteriosklerose, welche eine der Hauptursachen koronarer
Herzerkrankungen darstellt. [Steineretal., 2015; Lynch et al., 2016]. Der cholesterinsenkende
Effekt ist ab einer Dosis von 3 g/Tag fiir B-Glucan aus Gersten beschrieben.
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Weiterhin reduziert die Aufnahme von ca. 4 g B-Glucan/30 g verfiigbarer Kohlenhydrate die
postprandiale glykamische Antwort, ohne gleichzeitig den Insulinspiegel tiberproportional zu
erhohen. Dies stellt eine Moglichkeit dar, postprandiale Hyperglykdamie zu behandeln [EFSA,
2011a]. lhre Extraktion beruht bspw. auf einer Inkubation mit a-Amylase, zum Abbau von
Starke und anschliefender Dialyse [Zielke et al., 2017] oder mikrowellenunterstiitzter
Extraktion bei 140 °C [Coelho et al., 2014].

Da BSG v.a. aus den dulleren Schalen des Gerstenkorns besteht, findet sich als weiteres
Hauptpolysaccharid Cellulose (Homopolymer, (1,4)-B-verkniipfte Glucose Einheiten), welches
die Grundlage der pflanzlichen Zellwande darstellt und zur Gruppe der unl6slichen
Ballaststoffe gehort [Williams et al., 2019]. Die Wirkung von Cellulose im menschlichen
Darmtrakt wurde schon vor vielen Jahren untersucht. So erhdhte 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 Uberzugsmittel, kann den menschlichen Darmtrakt
beeinflussen. Liu et al. beobachteten eine verzogerte Glucosediffusion und verringerte
Amylolyse durch nanofibrillierte Cellulose, welche sie auf die Viskositdt der Cellulose
zuruckfihrten [Liu et al., 2018]. Carboxymethylcellulose zeigte abfliihrende Wirkung [Schultz
J., 1949] und fihrte zudem zu einer Reduktion der Darmflora-Diversitat [Chassaing et al.,
2022]. Die Extraktion von Cellulose aufgrund deren moglichen biologischen Wirkungen sowie
als Ausgangsmaterial zur Synthese modifizierter Produkte kann mittels alkalischem Aufschluss
und sich anschlieBendem 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 zahlt
zu den nicht-polysaccharidischen unl6slichen Ballaststoffen und ist ein Teil der pflanzlichen
Zellwand. Dort stellt es die Verbindung zwischen Cellulose und Hemicellulose dar, womit es
die Stabilitat sowie Integritat der Zellwand unterstiitzt [Mussatto, 2010]. Lignin ldsst sich
strukturell als polyphenolisches Makromolekiil aus drei Monomeren (Monolignole), p-
Coumaryl-, Coniferyl-, und Sinapylalkohol (Abb. 3) beschreiben. Durch radikalinduzierte
Kondensationsreaktionen entsteht ein komplexes Netzwerk zum Polymer, wahrend die
Zusammensetzung je nach Pflanzenart variiert. Die haufigste Verknipfung ist der B-Arylether
(B-O-4)- gefolgt von Phenylcoumaran (B-5)-, Biphenyl (5-5’)-, Diarylpropan (B-1)-, a-Arylether
(0-O-4)-, Diarylether (4-O-5)-, und Pinoresinol (B-B)-Verknlipfungen. Zusatzlich 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. Zweikeimblattrige Bedecktsamer (lat. Angiosperme
Dikotyledonen), zu denen auch Gerste gehort, beinhalten v.a. die G- gefolgt von der S-Einheit
(Abb. 3) [Niemi et al., 2013; Vanholme et al., 2010]. Dies wurde fiir BSG in einer aktuellen
Studie bestatigt, wobei ein S/G-Verhaltnis 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 iber B-
0-4-Verbindung verknipft. (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 fihrten ligninreiche Fraktionen zu einer
verbesserten Vitalitdt einiger Bifidobakterien im Vergleich zu Glucose als alleiniges
Wachstumsmedium. Nach der Fermentation durch die Mikroorganismen wurden
verschiedene phenolische Molekiile 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 a-Glucosidaseinhibition durch Lignin
(v.a. G- und S-Einheiten) aus Canna edulis [Xie et al.,, 2017] sowie eine potente
a-Amylaseinhibition durch biomodifiziertes Lignin aus Acacia nilotica beobachtet werden.
Letzteres wurde mittels Biodegradierung von Lignin durch 21-tagige Kultivierung mit zwei
Pilzstammen (F10 und APF4) erhalten [Barapatre et al., 2015].

Lignin kann mittels alkalischen Aufschlusses unter vorangegangener Sdurebehandlung
gewonnen werden. Dabei entsteht der sog. black liquor, aus welchem Lignin mit
konzentrierter Schwefelsaure bis zu anndahrend neutralem pH-Wert gefdllt 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 anschlieender 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 Fettsaurezusammensetzung 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 Fettsduren setzten sich zum grofRten Teil aus Linol-(18:2), Palmitin-(16:0) und
Olsiure (18:1) gefolgt von geringeren Mengen an Stearin-(18:0) und Linolensdure (18:3)
zusammen. Hinsichtlich der Lipidklassen detektierten sie Triglyceride mit 55 % als Hauptanteil,
freie Fettsauren zu 30 % und Phospholipide sowie Diglyceride mit 9,1 % und 5,7 %, wobei der
hohe Gehalt an freien Fettsdauren vermutlich auf endogene Lipaseaktivitdit wahrend des
Malzens und Maischens zuriickgefiihrt 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 anschlieBender Fallung durch Acidolyse erhalten
wurde. Diese bestand aus ca. 40 % Lipiden mit dhnlicher Fettsdurezusammensetzung, jedoch
deutlich geringerem Anteil an Triglyceriden, was durch den hohen pH-Wert wahrend der
alkalischen Proteasebehandlung erklarbar ist [Niemi et al., 2012].

Weiterfihrende Studien wurden von Del Rio et al. mit Acetonextrakten (Ausbeute 9,2 %) und
GC-MS-Analytik durchgefihrt. Sie bestimmten die Triglyceride mit 25,3 g/kg BSG
(Trockengewicht, aschefrei) als Hauptkomponenten, wobei Trilinolein, Dilinoleyl-Palmitin und
Dilinoleyl-Olein Giberwiegten. Auch bei den Diglyceriden (2,9 g/kg) waren Ester der Linolsdure
die Hauptvertreter. Zudem wurden Monoglyceride (0,61 g/kg) nachgewiesen, die von 2,3-
Dihydroxypropyltetradecanoat zu 2,3-Dihydroxypropyloctacosanoat reichten. Freie
Fettsduren waren mengenmaRig mit 6,7 g/kg die zweitgroRte Komponente mit Fettsduren von
Tetradecan-(Cia) bis Triacontansaure (Cso). 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 kdnnen. 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 (iberwogen [Del Rio et al., 2013].
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{d}

(b)
\
Ho\/\/o/
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H
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Abb. 4: Ausgewahlte Strukturen und Hauptinhaltsstoffe der Lipidfraktionen aus BSG: (a) Linolsaure; (b) Glycerin,
Pfeile markieren die Veresterungspositionen mit Fettsduren; (c) Grundstruktur der 5-n-Alkylresorcinole; (d) B-
Sitosterin als Hauptvertreter der freien Sterole; (e) 9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensaure.

Der hohe Gehalt der ungesattigten Fettsdure Linolsdure, macht BSG empfindlich fir
Oxidationsprozesse. Arts et al. zeigten in ihren Studien, dass beim Maischeprozess
monohydroxylierte Fettsdauren, wie 9- und 13-OH-Fettsauren, maligeblich durch enzymatische
Reaktionen gebildet werden. Hydroperoxide kénnen dabei als Zwischenprodukte zusatzlich
Ausloéser fur 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 Fettsauren wie Trihydroxyfettsauren entstehen. Deren Derivate von
Linolsdure 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 haufigsten
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Trihydroxyfettsauren in Bier, die 9,12,13-Trihydroxy-10-octadecensaure, ist in Abb. 4 (e)
dargestellt.

2.1.3.3 Sekundare Pflanzeninhaltsstoffe

Sekundéare Pflanzeninhaltsstoffe sind Substanzen, die von Pflanzen zusatzlich neben dem
primaren Metabolismus gebildet werden und verschiedene Funktionen erfiillen, welche der
Pflanze bspw. Uberlebensvorteile in ihrer Umwelt bietet. So haben sie fiir die Pflanze oft
antifungizide oder antimikrobielle Wirkung, regen die Blite oder Fruchtbildung an oder
dienen als Lockstoffe bzw. Repellent. Uber 50 000 Metaboliten wurden bereits identifiziert
und entsprechend vielfdltig sind die zugehdérigen Substanzklassen, welche Kohlenhydrate,
Terpene, Phenole, Saponine, Alkaloide und Lipide umfassen [Hussein und El-Anssary, 2019;
Teoh, 2016]. Dabei stellen Polyphenole die grofite Gruppe dar und kénnen anhand ihrer
Struktur oder biosynthetischen Ursprungs in die folgenden Untergruppen klassifiziert werden:
Phenolsauren, 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 a-Amylase- und
a -Glucosidaseinhibition [Ramakrishna et al., 2017] Gber antibakterielle [Boubakri et al., 2017]
Effekte, wobei die hier angeflihrten Studien Polyphenole aus Gerste (Hordeum vulgare)
untersuchten. Die im BSG enthaltenen Polyphenole werden in den Folgekapiteln (s. Kapitel
2.1.3.3.1und 2.1.3.3.2) genauer erldutert, wobei der Fokus auf den phenolischen Sauren (v.a.
den Hydroxyzimtsauren) und den Flavonoiden liegt. Bei Getreide wird zwischen freien und
gebundenen Polyphenolen unterschieden, da groBe 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 zuganglich gemacht werden kdnnen [Verni et al., 2020; Mussatto et al., 20073;
Birsan et al., 2019]. Eine weitere Gruppe sekunddrer Pflanzeninhaltsstoffe, die zu den
Alkaloiden gezahlt werden kann, sind Phenolamide, welche als zweitgroBte Klasse der
Phytochemikalien in verschiedenen Vollkorn- oder Malzproben detektiert wurde [Koistinen et
al., 2020]. Durch die Verknipfung einer phenolischen Komponente mit aliphatischen oder
aromatischen Aminen ergibt sich eine Vielzahl potenzieller Strukturen. Wie die Polyphenole,
sind Phenolamide bekannt fir ihre antioxidative [Lee et al., 2015], anti-inflammatorische
[Yamazaki et al., 2008], antidiabetische [Liu et al., 2011] oder antifungizide Wirkung [R6penack
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 Hydroxyzimtsdauren

BSG enthdlt als Hauptsubstanzklasse der Polyphenole verschiedene phenolische Sauren.
Dabei stellen HCAs den Hauptanteil der in BSG enthaltenen Polyphenole dar, wobei trans-
Ferula- und p-Coumarsaure (pCA) gefolgt von deutlich geringeren Gehalten an CA und
Sinapinsdure iberwiegen (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 verknipfende Quervernetzer zwischen den
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Arabinoxylanketten lber Veresterung dienen [Hernanz et al., 2001; Bartolomé et al., 2002].
Als zweite Gruppe der phenolischen Sauren sind Hydroxybenzoesduren wie 4-Hydroxybenzoe-
, Protocatechu-, Vanillin- und Syringasdure 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].

Hydroxyzimtsaure R: R

. HO R,
p-Coumarsaure H H
trans-Ferulasdure H OCHs 1o \
Kaffeesdure H OH O
Sinapinsaure OCHs OCH;
Hydroxybenzoesaure Rs3 R4 Rs Rz
4-Hydroxybenzoesaure H H HQ
Protocatechusaure OH H OH
Vanillinsdure OCH; H °
Syringasaure OCH; OCH3 Ry

Abb. 5: Struktur der monomeren phenolischen Sauren

Neben den monomeren HCAs finden sich verschiedene DiFAs oder trimere und tetramere
Strukturen, die ebenfalls Bestandteil der Zellwande in Getreide sind. Diese quervernetzenden
Einheiten sind als solche kovalent in der Matrix gebunden und mit deutlich héherer Ausbeute
mittels enzymatischer [Faulds et al., 2004; Verni et al., 2020] oder physikalisch-chemischer
Methoden wie mikrowellen- oder thermisch unterstitzter 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-, 8-0-4"-DiFA bis zur
decarboxylierten Form reichen. Zudem konnten sie als trimere Struktur die 5-5°/ 8'-0-4""-
dehydrotrimere Ferulasaure (TriFA) bestimmen (Abb. 6) [Moreira et al., 2012]. Im Rahmen der
Arbeit werden die Trivialnamen fur di- und trimere Strukturen aus bereits publizierten Studien
verwendet. Diese beschreiben, an welchen C-Atomen der beiden Monomere die Verknlpfung
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) 8-0-4"-DIFA, (7) 8-5 -decarboxylierte DiFA,
(8) 5-5/ 8-0-4"-TriFA. (Modifiziert nach Moreira et al., 2012 und Callipo et al., 2010). DiFA: Ferulasdure-
Dehydrodimer, TriFA: Ferulasdaure-Dehydrotrimer

Der Gehalt an HCA in BSG hdngt dabei von verschiedenen Faktoren ab. So ist v.a. das
verwendete Ausgangsmalz und dessen Darrtemperatur ausschlaggebend fiir 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 fir 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 hohere 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-Coumarsaure, 36-507 mg/100 g BSG FA
und 0,04-64 mg/100g BSG CA [Alonso-Riafio 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 dhnlichen 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
Sinapinsdure waren in vergleichbaren Konzentrationen wie die drei Hydroxybenzoesdauren
Protocatechu-, Vanillin- und Syringasaure enthalten, wobei die Gehalte fiir alle mit max.
10,6 mg/100 g BSG gering waren. Oligomere FA wurden von Verni et al. als FA-Aquivalente
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
Extraktionsmethodiken

Gehalt”

[mg /100 g BSG
dw]
207,7 + 11,7

Substanz

0,6+0,1

84,9+1,5

trans-FA

53+0,2

130,6 +0,1

103,2+12,3

0,8+0,2

38,7+0,7

pCA

4,1+0,2

53,8+0,4

0,033 + 0,001

CA

3,5%0,1

verschiedener

phenolischer Sauren in

Extraktionsmethodik

alkalischer Aufschluss
(0,75 %-ige Natronlauge (NAOH))

SLE mit 50 %-igem Aceton

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

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

alkalischer Aufschluss
(zwei M NaOH)

alkalischer Aufschluss
(0,75 %-ige NaOH)

SLE mit 50 %-igem Aceton

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

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

alkalischer Aufschluss
(zwei M NaOH)

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

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

BSG bestimmt nach

unterschiedlichen

Referenz

[Stefanello et al., 2018]

[Stefanello et al., 2018]

[Birsan et al., 2019]

[Verni et al., 2020]

[Alonso-Riafio et al., 2020]

[Stefanello et al., 2018]

[Stefanello et al., 2018]

[Birsan et al., 2019]

[Verni et al., 2020]

[Alonso-Riafio et al., 2020]

[Birsan et al., 2019]

[Verni et al., 2020]
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8,7+1,0

1,1+0,2

1,5+0,1

Sinapinsadure

2,7+0,1

56,8 +2,1

mg FA-
Aquivalente (FA-
Aq)/100 g BSG

8,8+0,4
mg FA-Aqg/100 g
BSG

DiFA

TriFA

10,6 +0,6

Syringa-
saure

0,67 +0,03

4,9+0,2

Vanillinsaure

0,02+0,01

catechu-

Proto-
saure

alkalischer Aufschluss
(0,75 %-ige NaOH)

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

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

alkalischer Aufschluss
(zwei M NaOH)

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

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

alkalischer Aufschluss
(zwei M NaOH)

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

alkalischer Aufschluss
(zwei M NaOH)

ultraschallgestiitzter alkalischer
Aufschluss (0,75 %-ige NaOH) +
Ethlyacetat-Extraktion
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[Stefanello et al., 2018]

[Birsan et al., 2019]

[Verni et al., 2020]

[Alonso-Riafio et al., 2020]

[Verni et al., 2020]

[Verni et al., 2020]

[Alonso-Riafio et al., 2020]

[Verni et al., 2020]

[Alonso-Riafio et al., 2020]

[Birsan et al., 2019]

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

Die antioxidative Wirkung nattirlich vorkommender HCA [Zduniska et al., 2018; Giil¢in, 2006;
Shen et al., 2019] sowie spezifisch flir 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 a-Glucosidase-
Inhibitoren [Adisakwattana et al., 2009]. HCA-reiche Extrakte aus Echinacea purpurea Extrakt
hemmten sowohl a-Glucosidase als auch a-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 Aktivitdten sind in an mit DM
erkrankten Tieren beeinflusst und weisen eine niedrigere Aktivitat bei der Glykogenese sowie
eine hoherer bei der Glykogenolyse auf. Durch eine FA-Gabe normalisierte sich diese
Verteilung der Enzymaktivitaten auf das Level gesunder Tiere [Narasimhan et al., 2015b;
Narasimhan et al., 2015a]. Zudem konnte eine potente a-Glucosidase-inhibierende Wirkung
durch DiFAs (8-5', 5-5' und 8-0-4') und eine TriFA (5-5'/8-0-4") 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-wassrigen Extraktionsmitteln (bspw. 60%
Aceton) extrahiert, konnen 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
haufigsten Vertreter unter den Flavonoiden im BSG sind Flavanole wie Diastereomere des
Catechins oder Epicatechins [Verni et al., 2020; Birsan et al., 2019; Martin-Garcia et al., 2019]
sowie monomere bis polymere Proanthocyanidine bis zu 1014 pg/g BSG [Martin-Garcia 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 Lauterung gewonnenen Wirze 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.

OH
HO N O
OH
*
OH
) OH
o
OH

(3 (3)

Abb. 7: Ausgewadhlte Strukturen der Flavonoide in BSG; (1) Grundstruktur der Catechine, (2) Quercetin, (3)
Chrysoeriol, (4) Procyanidin B,, (5) Xanthohumol
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Nachfolgend sind tabellarisch Gehalte ausgewahlter Flavonoide dargestellt, welche mittels
ahnlicher 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; Martin-Garcia 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 gegeniiber einem alkalischen Aufschluss vorzuziehen ist.

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

Gehalt™
[mg/100 g
Substanz BSG] Extraktionsmethodik Referenz
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]
E
©
o
0,6 +0,03 alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) [Verni et al., 2020]
+ Hexan- und EtOAc-Extraktion
o 0,15 +0,01 alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) = [Verni et al., 2020]
5 'c + Hexan- und EtOAc-Extraktion
% 5
(NN}
* 6,6+0,1 ultraschallgestitzte SLE mit [Martin-Garcia et al.,

75 %-igem Aceton 2019]

Procyani-
dindimer

c 0,056 + 0,001  alkalischer Aufschluss (zwei M NaOH) [Verni et al., 2020]
9 + Hexan- und EtOAc-Extraktion
g
g
. 0,089 + 0,004 ultraschallgestiitzte SLE mit [Verni et al., 2020]
o __ 0 g
20 wassrigem Ethanol (4:1, v/v)
g )

* . . .
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 Sdauren weisen Flavonoide in vitro und in vivo biologische Aktivitdaten
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 GPa [Jakobs et al., 2006],
der a-Amylase und der a-Glucosidase [Tadera et al., 2006], Procyanidine aus Hirse und rotem
Reis inhibierten ebenfalls a-Amylase [Cai et al., 2015; Liu et al., 2017]. Procyanidin B;
beeinflusste in Kombination mit pCA aus Gerste die Glucoseaufnahme und Glykogensynthese
auf Proteinexpressionsebene und fiihrten zu erhohter 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 erhéhte GLP-1-
Konzentration auf. Fluoreszenz-Spektren zeigten, dass der untersuchte Extrakt wie auch
Catechin selbst zu einer Verringerung der intrinsischen Fluoreszenz der DPP IV fihrte, was
durch Bindung an aromatische Aminosauren im katalytischen Zentrum auftritt. Dies deute auf
Catechin als aktive Komponente hin. Zirkulardichroismus-Analysen bestatigten eine a-Helix-
Bindung des Catechins am Enzym gefolgt von einer Verdanderung der Sekundarstruktur
[Kempegowda et al., 2018].

Flavonoide kommen innerhalb der polyphenolischen Substanzklassen in geringeren Mengen
in BSG vor. Dabei zeigten sich unabhangig von der Extraktionsmethodik Catechingehalte von
max. 14 ug/g BSG Trockenmasse als einziges Flavonoid neben phenolischen Sauren, deren
Gehalte insgesamt bei bis zu 2739 ug/g BSG Trockenmasse lagen [Birsan et al., 2019].

2.1.3.3.3 Phenolamide

Eine weitere Gruppe sekundarer Pflanzenstoffe sind Phenolamide (Hydroxyzimtsdaureamide
(HCAA)), welche als zweitgroRte Gruppe unter den Phytochemikalien in verschiedenen rohen
und gemalzten Getreideproben nachgewiesen wurden [Koistinen et al., 2020]. lhre
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 grole Anzahl mdglicher Kombinationen der phenolischen und
aminischen Monomere sowie die Moglichkeit von einer bis vier Stickstoffatomen zur Bildung
der Saureamidbindung 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 [Ropenack et al., 1998; Zacarés et al., 2007; Ube et al., 2019].

Gerste, als (Haupt-)Rohstoff der Bierherstellung, enthédlt 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 zusatzliche
Hydroxylierungen des Agmatins oder Glykosylierungsgrad. Neben den dimeren Strukturen
konnten die zugehdrigen monomeren Vorldaufer, die HCA-Agmatine, identifiziert werden
[Gorzolka et al., 2014]. Zusatzlich zu ihrem Auftreten in Gerste, bestimmten Pihlava et al. diese
in Bier, was auf die hohe Stabilitat der Hordatine wahrend 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 fiir Gerste und konnten in Reis und Mais beobachtet
werden [Dong et al., 2015; Bento-Silva et al., 2020].

(1)

Hordatin R: Rz Rs X1 X2

A H H H H H

B OCH  H H H H NH,
C OCH ~OCH H H H ™
D OCH3 OCH3 OCH3 H H

Al H H H OH H 1)

B1 OCH_  H H OH H ) ) \)"2\/\

c1 OCH ~ OCH H OH H ZN\K N

A2 H H H OH OH N

B2 OCH3 H H OH OH

Cc2 OCH3 OCH3 H OH OH

(2) HCA-

Agmatin  R; (3) HCA-Spermidin R1 @)

pCA- H Bis-Coumaroyl- H a

Agmatin Spermidin HN /N\/\/\N P

FA- OH Feruloyl-Coumaroyl = OH NH, : o

Agmatin Spermidin

HO

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

Hordatine gehoren zu den Minorkomponenten und nur wenige Studien zu ihrem
Gesamtgehalt in Gerste sind bisher publiziert. Kohyama und Ono bestimmten Hordatin A-B-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 Hochstwert von 90 nmol/g Frischgewicht in Weizen-Gerste-
Chromosomadditionslinien (Mischform der Pflanze durch Zuflgen 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-Aquivalente (pCA-Aq) 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 Aktivitat von Hordatinen sind ebenfalls wenige Studien bekannt.
Es wurden antifungizide [Ropenack 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 (iber
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verschiedene andere HCAAs bekannt. So erwiesen sich Caffeoyl-putrescin und verschiedene
HCA-Tyramine als potente Inhibitoren der a-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 Sauger neben Lipiden die Hauptlieferanten zur Energiegewinnung
dar, wobei dem Monosaccharid Glucose beim Menschen die groRte Rolle zukommt [Berg et
al., 2018]. Glucose wird im Rahmen der Glykolyse zu Pyruvat abgebaut, welches anschlieend
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 Uber verschiedene Glucosetransporter
aufgenommen und Uber das Blut zu den Zielorganen transportiert. Uberschiissige Glucose
kann in Form eines Speicherkohlenhydrates, dem Glykogen, in der Leber gespeichert und von
dort (iber die Glykogenolyse bei Bedarf wieder abgebaut und freigesetzt werden. Uber die
Gluconeogenese kann der menschliche Kérper in der Leber und Niere Glucose synthetisieren,
was mit einem hohen Energieaufwand verbunden ist [Harmjanz, 2021]. Der BZ sowie damit
einhergehende Prozesse (iber Gluconeogenese, Glykolyse, Glykogensynthese und
Glykogenolyse sind prazise reguliert. Dies erfolgt zum einen hormonell (Insulin, Glucagon),
zum anderen Uber Feedback-Hemmungen einiger Hauptenzyme, allosterische Effektoren oder
kovalente Modifikationen wie Phosphorylierungen [Berg et al., 2018]. Die am haufigsten
vorkommende Stoérung im Glucosestoffwechsel, Diabetes mellitus, beruht auf der Resistenz
bzw. dem Defizit des Hormons Insulin, was zu einem deutlich erh6hten BZ fiihrt. Therapeutika
wirken bspw. Uber eine verringerte Glucosefreisetzung im Darm oder der Leber, eine
Erhohung des Inkretins GLP1 oder eine Erh6hung der Zuckerausscheidung tiber den Urin [Tan,
2020].

2.2.1 Resorption und Verteilung

Die mit der Nahrung aufgenommenen Kohlenhydrate bestehen zu grof3en Teilen aus Starke
(Amylose, Amylopektin), welches ein Polysaccharid aus a-D-Glucose-Einheiten darstellt.
Neben Stdarke sind oftmals geringere Mengen an Glykogen, ebenfalls aufgebaut aus
a-D-Glucose-Einheiten, enthalten. Zudem sind die Mono- und Disaccharide Glucose, Fructose,
Lactose oder Saccharose Bestandteile von Lebensmitteln. Um dem Koérper die komplexen
Polysaccharide zur Verfligung zu stellen, missen diese im Darm aufgenommen werden, was
erst nach Spaltung in kleinere Einheiten moglich ist. Hierbei ist die a-Amylase im
Speichelsekret sowie Zwolffingerdarm (Duodenum) zu nennen, welches a-1,4-glykosidische
Bindungen in Starke und Glykogen zu Maltose und Maltotriose spaltet. Da es die ebenso
vorhandenen a-1,6-glykosidischen Bindungen nicht aufspalten kann, entstehen zusatzlich
sogenannte Grenzdextrine. Am Birstensaum des Darmepithels sind die Enzyme Lactase,
Maltase und Saccharase zur Spaltung der Disaccharide Lactose, Maltose und Saccharose
lokalisiert. Zudem sind hier a-Dextrinase mit den Grenzdextrinen als Substrat und
a-Glucosidase, welche Maltotriose und hohere Oligosaccharide aus dem Vorverdau der
a-Amylase spaltet, zu finden [Berg et al., 2018]. Aus diesen membrangebundenen Vorgangen
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gehen die Monomere Glucose, Galactose und Fructose hervor, welche lber 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 fiir die osmotisch bedingte Wasserresorption ist. Fructose
gelangt Uber den GLUTS5 (engl. glucose transporter) mittels erleichterter Diffusion durch die
Zellmembran in die Enterozyten. Von dort gelangen alle Monomere entlang des
Konzentrationsgradienten iber den GLUT2 in den Blutkreislauf. In Phasen eines niedrigen
Glucosespiegels in den Intestinalzellen, bspw. langere Zeit nach Nahrungsaufnahme, kann
Glucose aus dem Blut in die Zelle transportiert werden, wo sie u.a. fir die Glykosylierung der
hydrolytischen Enzyme notwendig ist (Abb. 9) [Rehner und Daniel, 2010].

Magen
Starke, Glykogen
! Glucose Glucose
agyylase Maltose, Maltotriose QD—
\> Grenzdextrine )8—
Glucose
’— Intestinale Epithelzellen

Saccharose, Lactose
Glucose Z@ﬁ Na*
Galactose Na* Na* .

Glucose
Fructose
@ Galactos
Glucose Glulcose
Galactose Galactose

D

Fructose Fructose
Fructose

membrangebundene Di-und Oligosaccharidhydro[ase ‘

dargestellt in orange: resorbierbare Monosaccharide
SGLT: sodium dependant glucose transporter

Portalvene
GLUT: glucose transporter

Abb. 9: Verdauungsvorgange der Kohlenhydrate und Transportwege der Monosaccharide in intestinalen
Epithelzellen Uber 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 zadhlen. Fir ihre Hydrolyse
zu Monomeren oder kleineren Oligomeren besitzt der menschliche Korper keine geeigneten
Enzyme, weshalb sie lediglich im Dickdarm mikrobiell fermentiert werden kdénnen. Sie zdhlen
zur Gruppe der Ballaststoffe [Rehner und Daniel, 2010].

Die aus dem Darm resorbierten Monosaccharide, v.a. Glucose, werden Uber das Blut zu den
jeweiligen Zielorganen transportiert, wo sie Uber verschiedene Glucosetransporter
aufgenommen werden. So erfolgt die Aufnahme in Leber und Pankreas Gber GLUT2, in
Adipozyten und Muskelzellen tGiber GLUT4 und in die Niere tGiber SGLT2, wobei hier auch GLUT2
von Bedeutung ist. In allen Sdugetiergeweben stehen GLUT1 und GLUT3 fir die
Glucosegrundversorgung zur Verfligung. Sie transportieren durchgehend eine konstante
Glucosemenge in die Zellen. GLUT2 hingegen transportiert aufgrund seines sehr hohen Ku-
Wertes (Michaelis-Menten-Konstante; Mal} fir Affinitdat 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 Glucosehomoostase

Die Verteilung der Glucose als Energietrager zwischen den Organen ist essenziell, weshalb die
Regulation des BZ von groBer Bedeutung ist. Zu diesem tragen sowohl die alimentdre
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 hypoglykdamisch (BZ < 4 mmol/L) und hyperglykdmisch (BZ > 6,5-7
mmol/L) definieren [Rehner und Daniel, 2010].

Die Hauptregulatoren der Glucosehomdostase sind die beiden Hormone Glucagon, welches in
den a-Zellen des Pankreas produziert wird, und Insulin, das aus den B-Zellen des Pankreas
stammt. Deren Sekretion aus dem Pankreas wird durch den BZ innerhalb der Peripherie der
Langerhans'schen Inselkérper gesteuert. Zudem beeinflussen sich die beiden Hormone
gegenseitig. Insulin inhibiert die Bildung und Ausschittung von Glucagon, wohingegen
letzteres die Insulinsekretion fordert [Rehner und Daniel, 2010].

Nach der Resorption der Glucose und deren Transport Uiber das Blut wird Glucose Uber die
insulinsensitiven GLUT2 in die pB-Zellen des Pankreas aufgenommen, woraufhin
Phosphorylierungsprozesse eine Depolarisation der Zellmembran, gefolgt von einem Ca?*-
Einstrom, auslosen. Dadurch fusionieren sekretorische Granula mit der Plasmamembran und
Insulin wird ausgeschittet. Neben der Glucosekonzentration gibt es weitere Modulatoren der
Insulinsekretion wie GLP1, welches die Exocytose von Insulin (iber seinen Gas-gekoppelten
Rezeptor steigert oder Somatostatin, welches die Insulinsekretion Uber Gai-gekoppelten
Rezeptoren senkt [Miiller-Esterl, 2018]. Uber die Pfortader gelangt Insulin primar zur Leber,
wo es an dimere Insulinrezeptoren der Hepatocyten bindet. Hierliber werden verschiedene
Signalkaskaden ausgel6st, welche genregulatorisch in der Expression glykolytischer Enzyme
(z.B. Phosphofructokinase, Pyruvatkinase) miindet oder akute metabolische Effekte wie die
Hemmung der Glykogenolyse, Aktivierung der Glykogensynthese und Glykolyse ausldst. In den
Muskelzellen stimuliert Insulin die Glucoseaufnahme, indem es den GLUT4-Einbau in die
Plasmamembran erhéht und Schliisselenzyme der Glykolyse aktiviert [Mller-Esterl, 2018].
Gegenldufige Reaktionen 16st das antagonistische Hormon Glucagon aus, welches vermehrt
bei niedrigem BZ ausgeschittet wird. Seine Hauptstimulatoren sind Aminosdauren wie Arginin,
wohingegen es in der Leber v.a. den Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel steuert. So induziert
Glucagon Uber Phosphorylierungen die Glykogenolyse sowie Schlisselenzyme der
Gluconeogenese. Die Glykogensynthese und Enzyme der Glykolyse werden gehemmt. Ahnlich
wie Insulin beeinflusst Glucagon die Glucosehomobostase auf Genebene, indem es die
Expression gluconeogenetischer Enzyme steigert und die der Phosphofructokinase oder
Pyruvatkinase drosselt (Abb. 10) [Miiller-Esterl, 2018].
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Abb. 10: Aufrechterhaltung der Glucosehomdostase durch die Gegenspieler Insulin und Glucagon (nach Mdiller-
Esterl, 2018). GLUT: Glucosetransporter

2.2.3 Glykogenstoffwechsel

Kohlenhydrate, welche nicht direkt bendtigt werden, kann der menschliche Kérper in Form
von Glykogen im Cytoplasma von Leber- und Muskelzellen speichern. Dabei handelt es sich
um ein Polysaccharid aus ca. 55 000 Glucoseeinheiten dhnlich der Struktur von Amylopektin.
Das Homoglykan Glykogen besteht aus a-1,4-glykosidisch gebundenen Glucosemonomeren
sowie a-1,6-glykosidischen Verkniipfungen an jedem zehnten Glucosemolekil, sodass sich
eine kugelférmige, platzsparende Struktur ergibt. Dadurch entsteht eine groRe Anzahl
endstandiger Angriffspunkte flir Enzyme der Synthese und des Abbaus, was eine rasche
Freisetzung ermdoglicht. Die Konzentration in der Leber ist etwa flinfmal so hoch wie in der
Muskulatur. Zudem werden Glykogensynthese und -abbau in der Leber so reguliert, dass sie
die Glucosehomodostase des gesamten Organismus aufrechterhalten. In der Muskulatur ist der
Gehalt nur den Bedirfnissen 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].

Schliisselenzym des Glykogenabbaus ist die GP, welche einzelne Glucosemolekiile in Form von
Glucose-1-phosphat (G1P) Uber Phosphorolyse aus Glykogen freisetzt. G1P kann mittels
Glucose-Phosphatmutase leicht in Glucose-6-phosphat (G6P) Uberfiihrt werden und flieRt so
in den Stoffwechsel ein. Dabei wird es in den Muskelzellen direkt zur ATP-Synthese verwendet,
wohingegen es in der Leber Uber die Glucose-6-Phosphatase in Glucose Uiberflihrt wird und in
die Blutbahn eintreten kann. Die im Glykogen vorhandenen a-1,6-Verzweigungen sind fir die
GP nicht zugadnglich und missen zundchst mittels einer Transferasereaktion und einer
a-1,6-Glucosidase umgebaut werden. Durch die enzymatischen Reaktionen entsteht eine
reine a-1,4-verknipfte Glucosekette, welche als Substrat fiir 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 ermdglicht. Hinzu kommen die hormonelle Regulation (s. Kapitel 2.2.2)
sowie allosterische Effektoren [Berg et al., 2018].

Die Glykogensynthese lauft 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 endstdndiger Glykogenreste
Ubertragen, wodurch eine neue a-1,4-glykosidische Bindung entsteht. Bei einer kompletten
Neusynthese des Glykogens dient Glykogenin als Startmolekil. Dabei handelt es sich um eine
Glykosyltransferase aus zwei Untereinheiten (UE), welche jeweils die Bildung von a-1,4-
verknupften Glucosepolymeren mit einer Lange von 10-20 Einheiten katalysiert. Die a-1,6-
Verzweigungen werden durch Ubertrag von etwa sieben Glucoseeinheiten durch ein
branching enzyme ermoglicht. Die Glykogensynthase wird reguliert durch Phosphorylierungen
Uber 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 auslésenden Signalkaskaden zu nennen ist. Grundsatzlich
werden Glykogensynthese und -abbau reziprok reguliert [Berg et al., 2018].

2.2.4 Ausgewahlte 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 Energietrager der Zelle und muss im Korper oft
aus der Nahrung zundchst freigesetzt werden, wobei Enzyme wie o-Amylase und
a-Glucosidase von groRer Bedeutung sind. Nach der Freisetzung wird Glucose resorbiert und
Uber verschiedene Transportenzyme verteilt. Aulerdem spielt die hormonelle Regulation
Uber Insulin und Glucagon eine wichtige Rolle, wobei hier Enzyme wie die DPP IV ihre Wirkung
entfalten. Zur Speicherung lberschissiger Glucose Uberfihrt der Kérper 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 fur
antidiabetische Medikamente dar.

2.2.4.1 o-Amylase

Eine wichtige Gruppe kohlenhydratverdauender Glucosidasen sind a-Amylasen, welche im
Speichel sowie im Pankreassekret zu finden sind. Sowohl die Struktur als auch die Sequenz der
beiden Enzyme sind sehr ahnlich, worin die gemeinsame Substratspezifitat und durchgefihrte
Katalyse begriindet ist. Beide Enzyme hydrolysieren endo-a-1,4-glykosidische Bindungen in
Starke, wobei durch die im Speichel enthaltene a-Amylase v.a. kiirzere Oligomere entstehen,
welche im Darm weiter verdaut werden zu Maltose, Maltotriose und a-Dextrinen [Jiang,
2019].

Strukturell sind a-Amylasen dhnlich den a-Glucosidasen aus acht B-Strangen und a-Helices
aufgebaut, welche eine ,Fassstruktur” bilden. Sie gehoren zur
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Glykosid-Hydrolase (GH)-Familie 13. Es handelt sich mit 496 Aminosduren um ein kleines
Enzym und weist drei Domanen A-C auf. Domadne A beinhaltet als gré3te der drei die aktive
Seite sowie eine Chloridbindungsstelle. Dazwischen findet sich Domdne B mit einer
Calciumbindungsstelle und Domane C stellt das C-terminale Ende dar [Brayer et al., 1995].
Sowohl Calcium als auch Chlorid sind relevant fir die katalytische Aktivitat. Das gebundene
Calciumion interagiert mit vier Aminosduren und drei Wassermolekilen im direkten Umfeld
des aktiven Zentrums und bietet dadurch strukturelle Integritat [Qian et al., 1994]. Die
Chloridionen hingegen wirken als allosterische Aktivatoren [Brayer et al., 1995].

Das aktive Zentrum des Enzyms ist eine tiefe, C-dhnlich geformte Tasche, welche zwischen der
Aund B Domane liegt. Die Aminosauren Asp 197, Glu 233 und Asp 300 stellen die katalytischen
Aminosauren dar (Abb. 11). In der Bindungstasche finden Oligosaccharide ab drei
Glucoseeinheiten Raum. Insgesamt wurden finf Zuckerbindungsstellen identifiziert, wobei
die Spaltung der Kohlenhydratkette (ber Asp 197 immer an der gleichen Position stattfindet.
In einer zweischrittigen Reaktion wird die glykosidische Bindung gespalten. Zunachst bildet
sich ein kovalentes Enzym-Glucosyl-Intermediat unter Beteiligung der Aminosauren 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-a-Amylase im Komplex mit Acarbose als Ligand (erstellt mit
PyMOL nach PDB ID: 1B2Y) [Nahoum und Payan, 2000] Acarbose (pink), katalytische Aminosduren (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 Aminosaureresten. Asp: Asparaginsaure,
Glu: Glutaminsaure

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde a-Amylase aus Schweinepankreas verwendet,
welche hinsichtlich der katalytischen Aminosauren im aktiven Zentrum und der GesamtgréRe
des Proteins vergleichbar mit der humanen Struktur ist (PDB ID: 1DHK) [Bompard-Gilles et al.,
1996].

2.2.4.2 oa-Glucosidase

Neben a-Amylase gibt es weitere Glucosidasen, wobei sich die intestinalen
membrangebundenen a-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
a-1,4-glykosidische Bindungen vom nicht-reduzierenden Ende der Oligomere, wobei
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a-D-Glucose entsteht. Die gleiche Reaktion wird von Sls katalysiert. Zudem kénnen
a-1,6-glykosidische und a-1,2-glykosidische Bindungen gespalten werden. Sie gehdren zur GH-
Familie 31 und generieren als Endprodukt der enzymatischen Reaktionen Glucose bzw.
Fructose. Strukturell sind a-Glucosidasen charakterisiert durch eine B-,Fassstruktur” aus acht
B-Strangen und a-Helices [Jiang, 2019; Ernst et al., 2006].

MGAMs bestehen aus einer cytosolischen und einer Transmembrandomane sowie einem
O-glykosylierten-Verlinkungselement und einer N-terminalen und C-terminalen katalytischen
UE. Beide UE katalysieren die gleiche Reaktion, variieren jedoch in der Grof3e der gebundenen
Substrate. So kénnen im aktiven Zentrum der N-terminalen UE lediglich Disaccharide
gebunden werden, wohingegen in der C-terminalen Domane langere Oligomere Platz finden.
In beiden aktiven Zentren stellt Asparaginsdure (Asp) das katalytische Nukleophil (Asp 443
bzw. Asp 1420) sowie den Saure-Base-Katalysator (Asp 542 bzw. Asp 1526) dar. Das
katalytische Nukleophil ist in beiden Fallen von den gleichen Aminosdauren umgeben, welche
in einer spezifischen Signatur der WIDMNE-Sequenz festgelegt sind [Ernst et al., 2006] (Abb.
12).

Abb. 12: Ribbon-Darstellung der C-terminalen Domédne 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 (Aminosduren 1418-1423; griin), Sdure-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 Aminosdureresten. Asp: Asparaginsaure

Sls sind strukturell ahnlich aufgebaut. Sie bestehen ebenfalls aus einer cytosolischen und einer
Transmembrandomdne, 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
a-1,4-glykosidischer Bindungen. Die N-terminale Domadne spaltet a-1,6-glykosidische
Verbindungen wie im Amylopektin und die C-terminale Domane zusatzlich a-1,2-glykosidische
Bindungen wie bspw. in Sucrose. Das aktive Zentrum ist mit der WIDMNE-Sequenz sowie Asp
als Nukleophil (Asp 472) und Saure-Base-Katalysator (Asp 571) ahnlich dem der MGAMs
aufgebaut. Wie bei den MGAMs erfolgt die Hemmung der SIs durch Acarbose oder Miglitol
Uber Blockade der Bindungsposition fiir die Glucoseeinheit im zu spaltenden Substrat [Jiang,
2019].

Die Katalyse erfolgt bei beiden a-Glucosidasen in zwei Schritten. Zunachst 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 [Bras
etal., 2018].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde a-Glucosidase aus Hefe (Saccharomyces cerevisiae)
verwendet, wobei dieses eine Mischung aus zwei Enzymen, der a-Glucosidase MAL12 und
MAL32 entsprach (Produktdatenblatt G5003 Sigma Aldrich). Beide katalysieren lediglich die
Hydrolyse der a-1,4-glykosidischen Bindungen ausgehend vom nicht-reduzierenden Ende der
Oligomere. Von beiden Enzymen sind noch keine Kristallstrukturen verfligbar, jedoch ist
bekannt, dass die katalytischen Aminosauren Asp 214 und Lys 276 (MAL32) bzw. Asp 214 und
Glu 276 (MAL12) sind und ebenfalls eine Sdure-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 Il-Glykoprotein auf der Zelloberflache und erfiillt im Korper
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 fir die
Lokalisierung der extrazellularen Adenosin-Deaminase [Franco et al., 1998], die
co-stimulierende Funktion wahrend 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-Aktivitat (d.h.
Spaltung erfolgt nach der Aminosaure Prolin) und spaltet bevorzugt X-Prolin- oder X-Alanin-
Dipeptide ausgehend vom N-Terminus der Polypeptidkette. Es gehort zu einer Gruppe von
Serinproteasen, welche in der Lage sind, Prolylbindungen zu spalten [Cunningham und
O'Connor, 1997].

Das Enzym besteht aus insgesamt drei Domadnen, wobei die kleinste Domane aus sechs
Aminosdauren verbunden mit einer helicalen Transmembrandomdne aus weiteren 22
Aminosauren im Cytoplasma vorliegt. Den groRten Anteil stellt die extrazelluldare Domane dar,
welche neben einer B-,Propeller”-Struktur aus Wiederholungen von B-Faltblatt-Motiven in
antiparalleler Anordnung den katalytischen Bereich enthdlt. Innerhalb des B-,Propellers”
findet sich eine doppelte Glutaminsdure-Sequenz (Glu 204-206), welche relevant fur die
Substratbindung ist. Die DPP IV gehort zu den a/B-Hydrolasen, die eine spezifische Faltung aus
acht B-Strangen und sechs a-Helices in der katalytischen Domadne 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 extrazelluldren Dipeptidylpeptidase IV (DPP IV) im Komplex mit
Diprotin A (pink) als Ligand (erstellt mit PyMOL nach PDB ID: 1WCY) [Thoma et al., 2003], Glykosylierungen (griin),
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: Asparaginsadure, His: Histidin, Glu: Glutaminsdure, Ser: Serin

Die Katalyse erfolgt in einem vierstufigen Prozess, wobei zundchst Serin als Nukleophil wirkt,
sodass sich zwischen Enzym und Substrat ein Michaelis-Komplex bildet. AnschlieRend bildet
sich ein tetrahedrales Intermediat unter der Saurewirkung des Histidins, welches Uber ein
Acyl-Enzym-Intermediat in ein zweites tetrahedrales Intermediat (ibergeht. An diesem Punkt
findet schliefSlich 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 a

GPa liegt im menschlichen Kérper in drei Isoformen vor und wurde in der Leber sowie im
Muskelgewebe und dem Gehirn gefunden [Mathieu et al., 2017]. Sie weisen eine hohe
Ahnlichkeit auf doch fiir den BZ ist die Leber-GPa (EC 2.4.1.1.) aus 846 Aminosduren 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 GPa Pyridoxal-5-Phosphat, welche an Lys 680 gebunden wird [Rath et al., 2000a].

Die GPa kann in verschiedenen Konformationen sowie in aktiver (a) oder inaktiver Form (B)
vorliegen, wobei sich letztere lediglich in der Phosphorylierung an Ser 14 unterscheiden. Die
Unterschiede der beiden weiteren Konformationen sind komplexer und begriinden sich auf
verschiedene Winkel im Bereich der sog. tower helices (Aminosauren 267-274), welche im
inaktiven T-state bei ungefahr 30 ° und bei etwa 45 ° im aktiven R-state liegen [Mathieu et al.,
2017]. Dadurch wird die katalytische Doméane zuganglich. Neben den beiden tower-helices
sind die 250 loop (Aminosduren 250-260) sowie das gate (Aminosduren 280-289) an der
Konformationsanderung beteiligt. Das gate wird im inaktiven Zustand durch die 380 loop
(Aminosauren 376—386) sowie die Glucoseanaloga an Asn 284 und His 377 geschlossen
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gehalten. Zudem bildet sich die Bindungsstelle fur Koffein (Phe 285 und Tyr 613) nur im
inaktiven Zustand, der durch entsprechende Bindung des Inhibitors stabilisiert wird. Ein
zweites Koffeinmolekil bindet weiter aulerhalb 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 Aminosduren 47-78), wodurch es den aktiven R-
state stabilisiert [Rath et al., 2000b]. Glykogen selbst wird nicht im katalytischen Zentrum,
sondern aullerhalb (Arg 426, Glu 433, Gly 434 und Ala 435) gebunden [Johnson, 1992]. Eine
Ubersicht 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 (hellgriin); AMP-Bindungsstelle (lila), Glykogen-Bindungsstelle (griin), 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 Méoglichkeiten der Konformationsanderung und die grofle Anzahl von
Bindungsstellen (katalytisch, inhibierend, Glykogen-Bindungsstelle, AMP-Bindungsstelle
sowie weitere allosterische Bindungsstellen) sind vielfaltige Moglichkeiten 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: Storung des Glucosestoffwechsels

Diabetes mellitus (lateinisch ,honigsiifer Durchfluss“; DM) ist ein Sammelbegriff fir
verschiedene Stoffwechselstérungen, die mit einem erhoéhten BZ, einer Hyperglykdmie
einhergehen. Die haufigsten Formen sind der Typ | (TIDM) und Typ Il (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 Pravalenz von unter 1 % in den 1960er
Jahren auf mittlerweile 7,2 bis 9,9 % ermittelt Gber 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 dhnlich dar
und 2021 sind bereits 537 Millionen Menschen an DM erkrankt mit 6,7 Millionen Todesfallen,
welche mit DM assoziiert werden [Magliano und Boyko, 2021].

TIDM war friher geldufig unter dem Begriff insulinabhdngiger Diabetes und begriindet auf
einer verminderten Insulinproduktion des Korpers. Durch tagliche Insulingaben kann der
Mensch dies jedoch ausgleichen. Typische Symptome sind vermehrter Harndrang, Durst,
konstanter Hunger oder Gewichtsverlust. Die Entstehung des TIDM ist noch nicht ganzlich
erforscht. Vermutlich handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung, ausgeldst durch die
Zerstorung der B-Zellen des Pankreas. Eine genetische Pradisposition fiir TIDM existiert, doch
weitere Umweltfaktoren wie der Lebensstil und bestimmte Virusinfektionen erhéhen das
Risiko [Clauss und Clauss, 2018].

Beim TIIDM, friher als nicht-insulinabhdngig bekannt, liegt der Hyperglykdmie hingegen eine
Insulinresistenz zugrunde. Der Korper ist nicht in der Lage, das vorhandene Insulin effektiv zu
nutzen und dhnliche Symptome treten auf, meist jedoch weniger ausgepragt. Er ist mit etwa
90 % die hauptsachlich auftretende Form des Diabetes, wird jedoch aufgrund der
schwacheren Symptomatik oft spater diagnostiziert. Zu den wichtigsten Risikofaktoren des
TIIDM zdhlen Ubergewicht und Fettleibigkeit [World Health Organization, 2016]. Eine
fortwdhrende Ubererndhrung (iber einen lidngeren Zeitraum filhrt zu einer stetig
ansteigenden Insulinkonzentration, wodurch die zugehdrigen Insulinrezeptoren
unempfindlicher werden. Je nachdem wie weit die Erkrankung fortgeschritten ist, kann ihr mit
Diat, Bewegung und Gewichtsreduktion entgegengewirkt werden. TIIDM ist einer der drei
Faktoren des metabolischen Syndroms und tritt daher oft in Kombination mit Bluthochdruck
und erhohten Blutfettkonzentrationen auf [Clauss und Clauss, 2018].

Neben der Insulingabe bei TIDM und der entsprechenden Didt und Gewichtsreduktion bei
TIIDM stellen v.a. bei letzterem orale ,,Antidiabetika” eine mogliche Behandlungsform dar. So
kénnen 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. lhre
blutzuckersenkende Wirkung beruht auf der Verlangerung der Halbwertszeit der beiden
Inkretine GLP1 und GIP. Die beiden Peptidhormone bewirken eine erhdhte Insulinsekretion
aus dem Pankreas nach der Nahrungsaufnahme und férdern somit die Aufnahme der Glucose
in die Zellen. Ihr Abbau erfolgt durch DPP IV, welche Aminosauren vom N-terminalen Ende der
Inkretine abspaltet und sie so unwirksam macht. Eine Inhibition des abbauenden Enzyms DPP
IV verlangert demnach die Wirkung der Inkretine und halt folglich das Level der Insulin-
Sekretion erhoht. Allerdings ist ihr Effekt geknlipft an die Nahrungsaufnahme und damit
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verbundene GLP1- und GIP-Ausschiittung [Lambeir et al., 2008]. Eine insulinunabhdngige
Medikation stellen SGLT2-Inhibitoren wie Canagliflozin oder Dapagliflozin dar. Sie senken den
BZ indem sie die renale Rickresorption von Glucose deutlich reduzieren [Abdul-Ghani und
DeFronzo, 2008] und sind besonders fir TIIDM-Patienten geeignet, deren Insulin-Sekretion
nicht mehr stattfindet [Chaudhury et al., 2017]. Direkt nach der Nahrungsaufnahme kann (iber
Medikamente eine blutzuckersenkende Wirkung im GIT Uber o-Amylase- und
a-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 zdhlen
gastrointestinale Symptome wie Flatulenz zu den oftmals auftretenden Nebenwirkungen
[Calder und Geddes, 1989; DiNicolantonio et al., 2015]. SchliefSlich lasst sich in den
Glykogenstoffwechsel gezielt eingreifen durch Inhibition des Schllsselenzyms des
Glykogenabbaus, der GP. Allerdings gestaltet es sich als schwierig, eine ausreichende
Selektivitat zwischen der Skelett- und der Leber-GP zu erreichen, wobei Daten darauf
hinweisen, dass eine Senkung der Hyperglykdmie erreicht werden kann, ohne die
metabolische und funktionelle Kapazitdt der Muskeln negativ zu beeinflussen [Baker et al.,
2005]. Dennoch sind entsprechende Inhibitoren potenzielle Ansatzpunkte fir ,Antidiabetika“
[Nagy et al., 2013].
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3 Problemstellung

Storungen des Glucosestoffwechsels wie DM sind mit weitreichenden Folgen fir die
menschliche Gesundheit verbunden. Die Pravalenz von TIIDM steigt weltweit seit Jahren an
[World Health Organization, 2016] und zeigt die Relevanz der Suche nach neuen
Therapieansdtzen 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. kirzlich ihre in vitro-Untersuchungen zum Einfluss
verschiedener Sorghum-Arten (Hirse) auf a-Amylase und a-Glucosidase. Sie unterschieden
zwischen freien (nach Extraktion mit 80 %-igem MeOH) und gebundenen Polyphenolen
(Saurehydrolyse) und beobachteten mittlere bis starke Inhibitionen in Abhdngigkeit 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 a-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 enthalt
Polyphenole (s. Kapitel 2.1.3.3) und fallt als Nebenprodukt in grofen Mengen an, weshalb es
sich als Ausgangsmaterial fir 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 kénnten.

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 funf
Arbeitspaketen finden, wie folgt:

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

2. Einfluss der Extrakte aus BSG (Teil 1) sowie identifizierter Leitsubstanzen (Teil 11I-V) auf
Enzyme des Glucosestoffwechsels (a-Glucosidase, a-Amylase, DPP IV und GPa) mit
dem Ziel der Identifikation aktiver Komponente

3. Isolierung der Naturstoffe Hordatine (Teil Ill) und DiFAs (Teil 1V) aus BSG als dessen
charakteristische Inhaltsstoffe

Teil I: Zunachst 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
gewahlt, um zwischen freien und gebundenen Polyphenolen unterscheiden zu kénnen. Eine
Aufreinigung mittels SPE sollte gewadhrleisten, 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 Riickstands aus dem alkalischen Aufschluss.
Im Anschluss wurden die erhaltenen Extrakte hinsichtlich ihres Effektes auf die Enzyme
a-Glucosidase, a-Amylase, GPa und DPP |V in photometrischen, zellfreien in vitro-Assays
untersucht.

Teil ll: 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 zunachst
via full scan (Q1) Prakursorionen detektiert, welche im Anschluss mittels Produktionenscan
(MS?) identifiziert wurden. Als Kriterien wurden die entstandenen Fragmente sowie deren
Verteilung, die Retentionszeit (R:), sofern Referenzsubstanzen verfligbar waren, und der
Vergleich mit Literaturdaten, wo moglich, herangezogen. Danach wurden die Leitsubstanzen
der Extrakte — Hordatine in Acetonextrakten und HCAs in Extrakten aus alkalischem
Aufschluss — mittels HPLC-DAD quantifiziert.

Teil lll: Als Leitsubstanzen in den Acetonextrakten (A) wurden Hordatine identifiziert, welche
nicht kommerziell erwerblich waren und daher gezielt aus BSG isoliert und fraktioniert werden
sollten. Hierflir wurde eine SLE mit 60 %-igem Aceton gefolgt von sdulenchromatographischer
Aufreinigung und praparativer HPLC gewadhlt 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
a-Glucosidase-Inhibitionsassay sowie dem GPa-Inhibitionsassay untersucht.

Teil IV: In den Extrakten aus alkalischem Aufschluss (HE, HA) waren neben den bekannten und
als Reinsubstanzen verfliigbaren HCAs FA oder pCA kommerziell nicht erhdltliche DiFAs
enthalten. Diese sollten gezielt aus BSG isoliert werden, wobei eine alkalische Hydrolyse
gefolgt von zweifacher Auftrennung mittels GPC (Gelpermeationschromatographie) und
praparativer HPLC Anwendung fand. Die so erhaltenen Fraktionen (F-Fraktionen) wurden mit
zuvor etablierten HPLC-ESI-MS/MS-Methoden, charakterisiert und im
a-Glucosidase-Inhibitionsassay sowie im GPa-Inhibitionsassay untersucht.

Teil V: Identifizierte Substanzen in den aktiven Extrakten, welche als Reinsubstanzen erhaltlich
waren, sollten ebenfalls in den Enzyminhibitionsassays untersucht werden, um ihren Beitrag
zum Inhibitionspotential der Extrakte beurteilen zu kénnen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist in finf unterschiedliche Teile
gegliedert. Teil | bis lll umfassen jeweils einen Teilbereich der vorliegenden Dissertation,
welche je in einer Publikation veroffentlich wurden und sich hier kurz zusammengefasst auf
Deutsch finden. In Teil IV und V sind zusatzliche Ergebnisse dargestellt, die in der Arbeit
beschrieben und diskutiert werden. Im Anschluss werden die Ergebnisse der fiinf Teilaspekte
in einer zusammenfassenden Diskussion (Kapitel 5) hinsichtlich der Ubergeordneten
Fragestellung — welche Komponenten in den BSG-Extrakten zur Inhibition beitrugen —
erldutert.

Teil | 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 (a-Glucosidase, a-Amylase, DPP IV, GPa) untersucht.

Die in Teil Il 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 erhaltlich waren.

So waren in Extrakten A1-A7 Phenolamide, v.a. Hordatine enthalten, deren Isolierung,
Charakterisierung und Untersuchung ihrer biologischen Aktivitdat gegenliber a-Glucosidase
und GPa in Teil lll 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 gegeniber
a-Glucosidase und GPa wird in Teil IV beschrieben.

Einige Inhaltsstoffe konnten mittels einer Reinsubstanz anhand der R und charakteristischen
Fragmentierung identifiziert werden. Um ihren Einfluss auf die beiden Enzyme a-Glucosidase
und GPa 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 Nutzungsmoglichkeiten landwirtschaftlicher Abfalle und Nebenprodukte riickten
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 jahrlich das Hauptabfallprodukt der
Bierherstellung dar und wurde bislang aufgrund seines erndahrungsphysiologisch wertvollen
hohen Protein- und Ballaststoffgehaltes vorwiegend als Viehfutter genutzt. Doch auch
Anwendungsmoglichkeiten flr die menschliche Erndhrung wie die Erh6hung des Ballast- und
Nahrstoffgehaltes 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 Aktivitat bereits mehrfach untersucht wurde. Sie erwiesen sich als potente
Inhibitoren der a-Amylase und a-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
a-Glucosidase [Connolly et al., 2014]. Weiterfihrende 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 unterstitzen.

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 zusatzliche Ethlyacetat-Extraktion bei Extrakten aus alkalischer
Hydrolyse gewahrleistete die Entfernung interferierender Substanzen fir die biologischen
Enzymassays. Die erhaltenen Extrakte (HA=SLE mit 60 %-igem Aceton des Riickstands 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
a-Glucosidase, a-Amylase, DPP IV und GPa 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 % gerdsteter und geschalter Gersten),
welche aus unterschiedlichen Brauprozessen und Rohstoffen stammten (vgl. Tabelle 1 in
Publikation 1) konnten insgesamt 16 Extrakte (A1-A7, HA1-HA3, HE1-HEG6) 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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Rickstands 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 durchgefiihrte
SPE zurlickgefuihrt 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 hohere TPC und groRtenteils TFC als die
vergleichbaren HA- und A-Extrakte. Hierbei waren die TFC-Gehalte durchschnittlich dreimal
geringer als die TPC-Werte. Dies lasst sich u.a. auf die spezifischere Methodik des TFC-Assays
im Vergleich zum TPC-Assay zurickfliihren und der Trend wurde in vergleichbaren Studien
beobachtet [Stefanello et al., 2018]. Ein dhnliches 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) hohere TPC und TFC (auller fur 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 ausgepragt. 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 abhangt konnten die beobachteten Unterschiede auf die
unterschiedlichen Prozesse zuriickgefihrt werden. Beispielsweise flihren hdohere
Temperaturen wahrend des Darrens u.U. zur Bildung von Melanoidinen, welche zu héheren
TPC-Gehalten flihren kénnen [Birsan et al., 2019]. Neben den verschiedenen Brauprozessen
konnten unterschiedliche Lagerung vor Lyophilisierung der drei Chargen zu Veranderungen
der Gehalte fuhren, da BSG mikrobiell anfallig ist [Bianco et al., 2020].

Hinsichtlich der biologischen Aktivitdat zeigte sich im a-Glucosidase- und GPa-Assay ein
inhibitorisches Potential, wohingegen im a-Amylase- und DPP [V-Inhibitionsassays keine
Inhibition oder lediglich ohne biologische Relevanz beobachtet wurde.

Alle Extrakte flhrten zu keiner ausgepragten Inhibition der a-Amylase, sodass keine 1Cso-
Werte bestimmt werden konnten. So konnte kein Effekt durch HE- und HA-Extrakte sowie
geringe Inhibition (< 50 % in hochster Extraktkonzentration von 1050 pug/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 ICso-Werten zwischen 291-778 ug/mL fihrte.
Allerdings lagen diese um einen Faktor von etwa 10° héher als die der PK mit 5,5 ng/mL, was
die Relevanz der Ergebnisse fir einen Effekt im menschlichen Kérper deutlich abschwacht.
Im a-Glucosidase-Inhibitionsassay zeigten verschiedene Extrakte, v.a. A-Extrakte (A2-A7)
sowie HE4 und HE5 mit ICso-Werten zwischen 67-268 pg/mL eine vergleichbare
Inhibitionsstarke 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 LOosungsmitteln) aus
gekeimter und ungekeimter Gerste durchgefiihrt [Ramakrishna et al., 2017; Donkor et al.,
2012]. In beiden Studien war die a-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 fiuhren kann. Eine eindeutige Korrelation der
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Inhibitionsstarke 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 pg
GAq/mg Extrakt) als die weniger inhibierenden HE-Extrakte (157,5 + 13,0 bis 351,5 + 20,7 pug
GAq/mg Extrakt) auf. Hinsichtlich der GPa fiihrten alle untersuchten Extrakte (A3-A7, HE1-
HE5, HA1-HA2) zu einer Inhibition des Enzyms, wobei manche Extrakte (A1, HE6, HA3)
aufgrund ihrer Loslichkeit nicht untersucht werden konnten. Die Inhibitionsstarke variierte
deutlich (ICso-Werte zwischen 12,6-261 pg/mL) war jedoch tendenziell starker fir HA- und A-
Extrakte als fur HE-Extrakte. Hier zeigte sich erneut, dass die zuvor entfetteten BSG-Proben zu
hemmenderen Extrakten fiihrte (A5, A7). Die beiden A-Extrakte fallen aufgrund ihres zehnfach
héheren Effektes als die PK Koffein auf. Wie bei der a-Glucosidase-Inhibition konnte fir die
GPa-Inhibition keine Korrelation mit den TPC- und TFC-Werten festgestellt werden. Eine
Beeinflussung der GPa ist aufgrund ihrer verschiedensten Bindungsstellen durch eine Vielzahl
an chemischen Strukturen moglich [Nagy et al., 2020]. Extrakte als komplexe Stoffgemische
konnen daher viele mogliche Inhibitoren enthalten. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
SLE in Kombination mit im Vorfeld durchgefiihrter Entfettung des Rohmaterials die
potentesten GPa-Inhibitoren extrahiert.

Fazit

Die Ergebnisse zeigen, dass BSG eine Quelle fir Inhibitoren einiger Enzyme des
Glucosestoffwechsels, v.a. a-Glucosidase und GPa darstellen kann. Hinsichtlich der a-Amylase
konnten keine potenten BSG-Extrakte identifiziert werden und die Inhibition der DPP IV erwies
sich hinsichtlich der Inhibitionsstarke im Vergleich zur PK Sitagliptin nicht als biologisch
relevant. Jedoch waren hinsichtlich der a-Glucosidase besonders die A-Extrakte (vergleichbare
Inhibition wie die PK Acarbose) sowie die HA- und A-Extrakte gegeniiber der GPa 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 ug GAg/mg Extrakt;
TFC: nicht nachweisbar bis 93,6 + 2,9 ug CAq/mg Extrakt), allerdings wurden bislang keine
vergleichbaren Extraktionen mit ausgepragter Aufreinigung mittels SPE durchgefiihrt. Diese
konnte die geringen Ausbeuten und TPC-Gehalte erkldren. Die deutlich h6heren TPC-Gehalte
der HE-Extrakte bestatigen 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 durchgefiihrte Extraktionsmethodik fiir die Inhibitionsstarke sowie den TPC- und TFC-
Gehalt von deutlich gréRBerer 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 ausgepragt wie die Unterschiede, welche durch
die Extraktionsmethodik erhalten wurden.

Veroffentlichtes Manuskript
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Abstract: With a yearly production of about 39 million tons, brewer’s spent grain (BSG) is the
most abundant brewing industry byproduct. Because it is rich in fiber and protein, it is commonly
used as cattle feed but could also be used within the human diet. Additionally, it contains many
bioactive substances such as hydroxycinnamic acids that are known to be antioxidants and potent
inhibitors of enzymes of glucose metabolism. Therefore, our study aim was to prepare different
extracts—A1-A7 (solid-liquid extraction with 60% acetone); HE1-HE® (alkaline hydrolysis followed
by ethyl acetate extraction) and HA1-HA3 (60% acetone extraction of alkaline residue)}—from various
BSGs which were characterized for their total phenolic (TPC) and total flavonoid (TFC) contents,
before conducting in vitro studies on their effects on the glucose metabolism enzymes c-amylase,
a-glucosidase, dipeptidyl peptidase IV (DPP IV), and glycogen phosphorylase o (GP«). Depending
on the extraction procedures, TPCs ranged from 20-350 ug gallic acid equivalents/mg extract
and TFCs were as high as 94 pg catechin equivalents/mg extract. Strong inhibition of glucose
metabolism enzymes was also observed: the ICgy values for e-glucosidase inhibition ranged from
67.4 £ 8.1 ug/mL to 268.1 £ 29.4 ug/mL, for DPP IV inhibition they ranged from 290.6 = 97.4 to
778.4 4+ 95.5 ug/mL and for GPx enzyme inhibition from 12.6 + 1.1 to 261 + 6 pg/mL. However, the
extracts did not strongly inhibit «-amylase. In general, the A extracts from solid-liquid extraction
with 60% acetone showed stronger inhibitory potential towards a-glucosidase and GP« than other
extracts whereby no correlation with TPC or TFC were observed. Additionally, DPP IV was mainly
inhibited by HE extracts but the effect was not of biological relevance. Our results show that BSG
is a potent source of a-glucosidase and GP« inhibitors, but further research is needed to identify
these bioactive compounds within BSG extracts focusing on extracts from solid-liquid extraction
with 60% acetone.

Keywords: brewer’s spent grain; glucose metabolism; bioactives; polyphenols

1. Introduction

In recent decades, there has been growing interest in the valorization of agri-food
waste and agricultural by-products as a way of achieving sustainable food production.
At present, such by-products are mainly used as fuels, organic fertilizers, or animal feed.
However, they could also be valuable sources of bioactive compounds. Consequently, there
is ongoing research on their potential uses in the pharmaceutical industry and in functional
foods [1]. One byproduct available in very large quantities is brewer’s spent grain (BSG),
the solid fraction of barley malt remaining after wort production; up to 39 million tons of
BSG are produced annually, with 3.4 million tons being generated within the European
Union (EU) [2,3]. It is reported to be rich in protein (19-30% w/w) and fiber (30-50%
w/w) and is therefore currently used as a low-cost cattle feed, but it could also be used
to improve the nutritional value of human food products. Recently, Pratap Singh et al.
tested different drying methods of BSG to find a sustainable and sensory appealing method

Nutrients 2021, 13, 2696. https:/ /doi.org/10.3390/nul3082696

https:/ /www.mdpi.com/journal /nutrients

53



Nutrients 2021, 13, 2696

Ergebnisse und Diskussion

20f21

54

with the aim of using BSG as protein rich snack [4]. Sahin et al. investigated two protein
or fiber rich products prepared from BSG in enhancing the nutritional value of pasta or
even improving the pasta quality [5]. Further studies also have investigated its use as an
additive to increase the mineral, protein, and fiber content of baked foods [6,7]. BSG also
contains relatively large quantities of lipids and polyphenols, mainly hydroxycinnamic
acids, but also lignans, hydroxybenzoic acids, and flavonoids such as catechins [8-11]. Tt is
particularly rich in hydroxycinnamic acids, which form part of the cell wall structure and
can be released in concentrations of about 220 mg /100 g BSG by alkaline treatment [8]. The
antioxidant activity of such polyphenols has been studied extensively in vitro and in vivo,
and their effects have been attributed to factors including their radical scavenging ability,
modulation of enzymatic activity, and ability to affect signal transduction pathways [12-14].
In addition, hydroxycinnamic acids have been found to inhibit glucose metabolism en-
zymes such as a-amylase and a-glucosidase [15-17], making them an attractive research
topic due to increasing incidence and prevalence of diabetes type 2 [18]. For instance,
some cinnamic acid derivatives were shown to be potent inhibitors of a-glucosidase from
yeast and rat in vitro [15,16,19], and of pancreatic porcine x-amylase [17]. These enzymes
play important roles in digestion of nutritional polysaccharides; their inhibition reduces
glucose liberation and thus lowers blood glucose levels. x-Amylase is found in the saliva
and the duodenum, and catalyzes the hydrolysis of a-1,4-glucan bonds in starch, mal-
todextrins, and malto-oligosaccharides. This is followed by a hydrolytic reaction that
liberates o-glucose from the non-reducing end of a-glucose residues, which is catalyzed by
a-glucosidase in the small intestine. Both enzymes are already pharmaceutical targets in
the treatment of diabetes type 2, as exemplified by the anti-diabetic agent Acarbose [19].
Additionally, a strong in vivo antidiabetic effect was observed in a 30-day feeding study
in which type 2 diabetic rats were given 50 mg ferulic acid/kg body weight. Various
mechanisms were hypothesized to explain this outcome, including enhancement of insulin
signaling and inhibition of gluconeogenesis [20]. Strong antidiabetic effects were also
observed in another 30-day feeding study with 50 mg ferulic acid / kg body weight in type 2
diabetic rats, and it was shown that the treatment affected the activity of various glycogen
metabolism enzymes including glycogen synthase (GS), glucokinase (GK), and glycogen
phosphorylase (GP). Diabetic animals exhibit reduced activity of glycogenesis enzymes
(GS and GK) and elevated activity of those involved in glycogenolysis (GP); these activity
levels were normalized by ferulic acid to a degree similar to that induced by treatment
with the antidiabetic drug metformin. Inhibition of GP in the liver is a potent target for
the management of type 2 diabetes [21]. Whole grain was also found to influence glucose
metabolism in humans: a wholegrain cereal-based diet reduced postprandial insulin and
triglyceride levels in men and women with metabolic syndrome [22]. Furthermore, protein
hydrelysates made from BSG using different enzyme preparations, were proven to be
potent inhibitors of x-glucosidase and dipeptidyl peptidase IV (DPP IV} in vitro. DPP IV
plays an important role in insulin secretion because it catalyzes the degradation of the
incretin hormone glucagon-like peptide-1 (GLP-1), which stimulates post nutrient insulin
secretion and thus facilitates glucose uptake into cells. DPP IV inhibitors such as Sitagliptin,
which is an active ingredient in diabetes drugs, thus reduce GLP-1 degradation and thereby
indirectly enhance cellular glucose uptake [23]. We therefore investigated the effect of BSG
extracts on human glucose metabolism. Extracts prepared by conventional solid-liquid
extraction with 60% acetone were compared to extracts prepared by alkaline hydrolysis,
which reportedly releases bound phenolic acids [8]. The total phenolic (TPC) and total
flavonoid (TFC) content of each extract was determined by photometric methods and
their ability to inhibit the digestive enzymes x-amylase and a-glucosidase, DPP IV (an
indirect modulator of insulin secretion), and the glycogen metabolism enzyme GP«x was
investigated in vitro, representing some parts of the human glucose metabolism.
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2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Enzymes

Chemicals were of analytical grade and obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Germany) unless otherwise stated. Sodium dihydrogen phosphate dihydrate was pur-
chased from Riedel de Haen (Berlin, Germany). Magnesium sulfate heptahydrate, dis-
odium hydrogen phosphate monohydrate, and potassium hydrogen phosphate were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). NADP disodium salt as well as glycogen
from oysters and TRIS HCI were from Carl Roth (Karlsruhe, Germany). DMSO was ob-
tained from J&K Scientific (Marbach/Neckar, Germany). Hydrochloric acid (HCI) and
ethanol were purchased from CHEMSOLUTE®, Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen,
Germany). Methanol, acetonitrile, and acetone (HiPerSolv CHROMANORM per HPLC)
were obtained from VWR (Darmstadt, Germany). Gallic acid and glucose-6-phosphate-
dehydrogenase from Saccharomyces cerevisiae (G6PDH, EC 1.1.1.49) were purchased from
Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA) and formic acid from J.T. Baker (Radnor, Pennsylvania).
Ethyl acetate was obtained from Honeywell (Morristown, NJ, USA) and strata C18-E SPE
(solid phase extraction) cartridges (55 um, 70 A; 20 £/60 mL) were purchased from Phe-
nomenex (Torrance, CA, USA). 2-Chloro-4-nitrophenyl-x-D-malto-trioside (CNPG3) and
Gly-Pro-7-amido-4-methylcoumarin hydrobromide (H-Gly-Pro-AMC) were obtained from
Carbosynth (Berkshire, United Kingdom). 4-Nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (pNPG)
was purchased from Acros Organics (Fair Lawn, New Jersey). Human dipeptidyl peptidase
IV, native enzyme (DPP 1V, EC 3.4.14.5) was purchased from Active Bioscience (Hamburg,
Germany). The drugs used as positive controls were Januvia 100 mg in which the ac-
tive compound is Sitagliptin from MSD (Haar, Germany) and Glucobay®100 in which
Acarbose is the active compound from Bayer Pharmaceuticals (Leverkusen, Germany).
a-Amylase from hog pancreas (EC 3.2.1.1), glycogen phosphorylase o from rabbit muscle
(GPe, EC 2.4.1.1), e-glucosidase from Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.20), and phospho-
glucomutase from rabbit muscle (PGM, EC 5.4.2.2) were purchased from Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany).

2.2. Plant Material

Three different batches of Brewer’s spent grain (BSG) were provided by the conven-
tional Orval brewery in Belgium (Florenville, Belgium, BSG 3) and the brewing group of
the chair of bioprocess engineering at the Technische Universitit Kaiserslautern (Kaiser-
slautern, Germany; BSG 1,2). The malt used for each brewing process is specified in Table 1.
The BSG samples were lyophilized, finely ground with a grain mill, and stored at —20 °C
before extraction.

Table 1. Brewer 's spent grain (BSG) samples and malt used for brewing.

BSG Malt Used for Brewing
1 Wheat malt (54.3%), Pilsen malt (45.7%)
2 Weyermann@‘ Vienna Malt (100%)
3 Pilsen malt (90%), caramel malt (9%), peeled, roasted barley (1%)

2.3. Preparation of Extracts

Three different extraction processes were used including solid-liquid extraction with
60% acetone [24] or ultrasound-assisted alkaline hydrolysis with sodium hydroxide (4 M) [25].
Purification was done by ethyl acetate extraction [26] and solid phase extraction (SPE)
with C18e material [27]. In total, seven A (acetone) extracts were prepared by solid-liquid
extraction with 60% acetone (acetone/water: 60/40; v/v), six HE (hydrolysis and ethyl
acetate) extracts were prepared by alkaline hydrolysis followed by ethyl acetate extraction,
and three HA (hydrolysis and acetone) extracts were prepared by alkaline hydrolysis
followed by 60% acetone (acetone/water: 60/40; v/v) extraction (Table 2). Each extraction
process was performed independently and numbering of extracts refers to the extraction
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process carried out. An overview of the extraction processes is presented in the supplements
(Scheme 51). Additionally, some BSG samples were defatted before extraction. This was
done by reflux extraction with isopropanol overnight in a ratio of 1 g solid per 11 mL of
extraction solvent.

Table 2, Overview of the extract groups.

Extracts
: - .
60% acotone extraction hydrolysis and ' 60% acetone .extralctlon
cthyl acetate extraction of hydrolysis residue

purification by solid phase extraction
Al-A7 HE1-HE6 HA1-HA3

2.3.1. First Extraction Process

The three different BSG samples (BSG 1-3) were extracted twice with 60% acetone
(acetone/water: 60/40; v/v) at 60 °C for 30 min while stirring in a ratio of 1 g solid per
20 mL extraction solvent. The solid residues were separated from the liquid supernatants
by filtration, and the residues and filtrates were processed independently thereafter.

After filtration, acetone was removed from the filtrates by rotary evaporation under
reduced pressure at 40 °C. The viscous residues were transferred to water (around 50 mL)
and methanol was added (around 5 mL} to produce the ‘liquid” raw extracts A1-A3. These
were stored in the dark at —20 °C until purification (see Section 2.3.4).

The solid residues of the initial filtration process were subjected to alkaline hydrolysis.
For this purpose, 4 M NaOH was mixed with the samples in a ratio of 1 g solid per
27 mL NaOH and extraction was performed for 90 min in an ultrasenic bath (continuous
operation, filled with water until samples were completely covered, 240 watts/period;
Bandelin Sonorex RK 106, Bandelin, Berlin, Germany). Afterwards the samples were
centrifuged (10 min, 2000x g) and the supernatants were adjusted to a pH < 2 with
concentrated hydrochloric acid (HCl). The samples were then centrifuged again (10 min,
2000x g) and the supernatants were extracted three times with 200 mL of ethyl acetate,
which was then removed by rotary evaporation under reduced pressure at 40 °C. The
viscous residues were transferred to water (around 50 mL), methanol was added (around
5 mL) to obtain ‘liquid” raw extracts HE1-HE3, and they were stored in the dark at —20 °C
before purification by SPE (see Section 2.3.4).

2.3.2. Second Extraction Process

Two different BSG samples (BSG 2 + 3) and one BSG sample previously defatted with
isopropancl (BSG 3) were subjected to alkaline hydrolysis with 4M NaOH at aratioof 1 g
solid per 10 mL solvent over 90 min in an ultrasonic bath (continuous operation, filled with
water until samples were completely covered, 240 watts/period; Bandelin Sonorex RK 106,
Bandelin, Berlin, Germany). The solid residues were separated from the liquid supernatants
by filtration, and the filtrates and residues were processed independently thereafter.

The filtrates were adjusted to a pH < 2 with concentrated HCl and then filtered, after
which the resulting filtrates were extracted three times with 325 mL of ethyl acetate, The
extraction solvent was then removed by rotary evaporation under reduced pressure at
40 °C. The viscous residues were transferred to water (around 50 mL) and methanol was
added (5 mL) to obtain the ‘liquid’ raw extracts HE4-HE6. These were stored in the dark at
—20 °C until purification by SPE (see Section 2.3.4).

The solid residues of the alkaline hydrolysis were twice subjected to solid-liquid
extraction with 60% acetone (acetone /water: 60/40; v/v) at a ratio of 1 g solid per 10 mL of
extraction solvent at 60 °C (first for 30 min, then overnight) by stirring. Afterwards, the
combined acetone phases were adjusted to a pH < 2 with concentrated HCI, the samples
were filtered, and the extraction solvent was removed by rotary evaporation under reduced
pressure at 40 °C. Again, the viscous residues were transferred to water (around 50 mL)
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and methanol was added (around 5 mL) resulting in ‘liquid’ raw extracts HA1-HA3 that
were stored in the dark at —20 °C until purification by SPE (see Section 2.3.4).

2.3.3. Third Extraction Process

A third extraction process similar to extraction process 1 was also used. Few modi-
fications were included regarding the grinding grade of the BSG samples as well as the
extraction volume used. Two BSG samples (BSG 2 + 3) and two defatted BSG samples
(BSG 2 + 3) were milled into a powder and then subjected to solid-liquid extraction with
60% acetone (acetone/water: 60/40; v/v). A ratio of 1 g solid per 10 mL extraction solvent
was used and extraction was performed twice for 30 min each at 60°C under stirring. The
samples were then filtered and the extraction solvent of the filtrates was removed by rotary
evaporation under reduced pressure at 40 °C. The viscous residues were transferred to
water (around 50 mL) and methanol was added (around 5 mL), giving the ‘liquid’ raw
extracts A4-A7. These extracts were stored in the dark at —20 *C until purification by SPE
(see Section 2.3.4).

2.3.4. Purification by Solid Phase Extraction (SPE)

The ‘liquid’ raw extracts obtained after extraction processes 1-3 (A1-A7, HE1-HES6,
HA1-HAB) were purified by applying a modified variant of a previously reported solid
phase extraction (SPE) method [27] using Strata C18-E g/60 mL cartridges from Phe-
nomenex (Torrance, California) preconditioned with 120 mL of 1% acetic acid in methanol
and equilibrated with 120 mL of aqueous 1% acetic acid. The liquid raw extracts were
transferred onto the preconditioned cartridges and washed with 180 mL of 1% aqueous
acetic acid. Unless the washing solution was clear, the cartridges were then washed with a
further 180 mL of 1% aqueous acetic acid. Elution was performed with 6090 mL of 1%
acetic acid in methanol. The amount of elution solvent depended on the extent to which the
sample had adsorbed onto the C18e material. Finally, the sample volume was reduced by
vacuum centrifugation and the samples were transferred into double distilled water before
lyophilization. The extracts obtained after lyophilization (Table 3) were homogenized and
stored in the dark at —20 °C until use. Yields are given in Section 3.1.

Table 3. Overview and nomenclature of produced extracts (purified by SPE (solid phase extraction)
and lyophilized).

Raw Process 1 Process 2 Process 3
Material Second Step: First Step: Second Step:
Used First Step: Alkaline Alkaline 60% Acetone 509 Abetons
2-6 60% Acetone  Hydrolysis + Hydrolysis +  Extraction of Extraction
Extraction Ethyl Acetate  Ethyl Acetate Alkaline
Extraction Extraction Residue
2-6 Purification by Solid Phase Extraction
BSG 1 Al HE1 - - <
BSG 2 A2 HE2 HE4 HA1 Ad
BSG 2
defatted ) : ) ) A
BSG 3 A3 HE3 HE5 HA2 Ab
BSG 3
dafatted = = HE6 HA3 A7

2.4. Total Phenolic Content (TPC)

The total phenolic content (TPC) of the extracts was determined by the spectrophoto-
metric method of Folin-Ciocalteau [28,29] with slight modifications. A calibration curve
was generated using reference solutions of gallic acid in dimethyl sulfoxide (DMSQ) with
concentrations ranging from 20-200 ug/mL gallic acid. In brief, 10 uL of diluted extract
(500 pg/mL), gallic acid solution, or DMSO (negative control) and 100 pL of 10% Folin-
Ciocalteau reagent were mixed in a 96-well microplate. The samples were incubated for
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5 min at room temperature after which 80 uL of sodium carbonate solution (100 g/L) or
80 pL of double distilled water (blank) was added. After 2 h incubation in the dark at room
temperature, the absorbance at A = 750 nm was measured with a microplate reader (Biotek,
Bad Friedrichshall, Germany). The TPC was expressed in units of micrograms of gallic
acid equivalents per milligram of dry extract (ug GEq/mg extract).

2.5. Total Flavonoid Content (TFC)

The total flavonoid content (TFC) of the extracts was determined by a modified
aluminum chloride assay [30]. A calibration curve was generated using reference solutions
of catechin in DMSO with concentrations ranging from 20-200 ug/mL catechin. In brief,
50 uL of diluted extract (1-5 mg/mL), reference catechin solution, or DMSO (negative
control) was added to a well in a 96-well microplate. Aqueous sodium nitrite solution
(3%, 20 uL) was then added and the samples were incubated in darkness for 5 min at
room temperature. Subsequently, 20 LL of an aqueous aluminum chloride solution (2%) or
double distilled water (blank) was added together with 120 pL of double distilled water,
and the sample was again incubated for 6 min in darkness. Its absorption at A = 510 nm
was then measured with a microplate reader (Biotek, Bad Friedrichshall, Germany) and
the resulting absorptions were used as blank values. Finally, 20 L of sodium hydroxide
solution (1 M) was added and the microplate was incubated on a well plate shaker for
20 min. The absorption at A = 510 nm was then measured once again and the blank values
were subtracted. The TFC was expressed in units of micrograms of catechin equivalent per
milligram of dry extract (ug CEq/mg extract).

2.6. Inhibition of x-amylase

The a-amylase inhibition assay was based on previously described spectrophotometric
methods [31,32]. Samples were measured in triplicate. Acarbose (five concentrations
ranging from 0.15-0.55 mg/mL in double distilled water) was used as a positive control,
while double distilled water and DMSO were used as negative controls. Extracts were
dissolved in DMSQ; the highest tested concentration was 10 mg/mL. Briefly, 20 uL of
the sample, the positive control, and the negative control were transferred to a 96-well
microplate and were each mixed with 70 uL of porcine pancreatic x-amylase (30 U/mL)
dissolved in 40 mM phosphate buffered saline (PBS, pH 6.9). Each sample was analyzed
alongside a blank (which was mixed with PBS instead of the enzyme solution), allowing
each sample’s intrinsic colors to be accounted for during the inhibition calculation. The
samples were pre-incubated for 10 min at 37 °C followed by the addition of 100 L substrate
solution consisting of 4 mM 2-chloro-4-nitrophenyl-a-D-malto-trioside (CNPG3) in 40 mM
PBS (pH 6.9). The mixtures were then incubated for 8 min at 37 °C and their absorbance was
measured at A = 405 nm using a microplate reader (Biotek, Bad Friedrichshall, Germany).
Concentrations and 1Csp-values (half-inhibitory concentrations) were calculated relative to
the final concentrations in each well.

2.7. Inhibition of x-glucosidase

The «-glucosidase inhibition assay was conducted according to Berger et al. (2020) and
You et al. (2011) [31,33]. Samples were assayed in triplicate. Acarbose (five concentrations
in double distilled water ranging from 0.4-2 mg/mL) was used as a positive control;
double distilled water and DMSO were used as negative controls. Extracts were dissolved
in DMSO at a concentration of 10 mg/mL and five different dilutions of these initial
solutions (depending on the inhibition strength) were prepared to calculate each extract’s
ICs¢ value. Then, 20 pL of each sample, positive and negative controls, were placed in a
well of a 96-well microplate and mixed with 70 pL of a-glucosidase from Saccharomyces
cerevisiae (1 U/mL) dissolved in 0.1 M PBS (pH 6.8). A blank (in which the enzyme
solution was replaced by PBS) was analyzed alongside each sample, allowing the samples’
intrinsic color to be accounted for in the inhibition calculation. After incubation at 25 °C
for 10 min, the substrate solution, 4 mM 4-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside (pNPG) in
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0.1 M PBS at pH 6.8, was added and the samples were incubated again for 5 min at 25 °C.
Finally, the absorbance was measured at A = 405 nm using a microplate reader (Biotek, Bad
Friedrichshall, Germany). Concentrations and ICsy values were calculated relative to the
final concentrations in each well.

2.8. Inhibition of Dipeptidyl Peptidase IV (DPP IV)

Inhibition of DPP IV was measured using a modification of the fluorometric method
reported by Connolly et al. 2014 [23]. Samples were measured in triplicate. Sitagliptin was
used as positive control at five concentrations ranging from 20-60 ng/mL in 20 mM TRIS
HCl buffer, pH 8 (TRIS). DMSO and TRIS were used as negative controls. Extracts were
dissolved in DMSQO at a concentration of 10 mg/mL. Then, 20 uL of the sample, the positive
control, and negative control were transferred to a black 96-well microplate for fluorescence
measurement with 60 pL TRIS and 100 pL of substrate solution (0.2 mM H-Gly-Pro-AMC
in TRIS). DPP IV (20 pL of a 6 mU/mL solution in TRIS) was then mixed into each sample.
A blank (in which the enzyme solution was replaced by TRIS) was analyzed alongside
each sample, allowing the samples’ intrinsic color to be accounted for in the inhibition
calculations. The samples were incubated for 30 min at 37 °C and their fluorescence was
read at A = 360/40 nm (extinction) and A 460/40 nm (emission) using a microplate reader
(Biotek, Bad Friedrichshall, Germany). Concentrations and I1Csy-values were calculated
relative to the final concentrations in each well.

2.9. Inhibition of Glycogen Phosphorylase & (GPw)

The extracts’ inhibitory potential against GP« was determined by a spectrophoto-
metric method that was adapted for use with 96-well microplates [34]. Each sample was
assayed in triplicate. Caffeine solutions (five concentrations in double distilled water
ranging from 0.5-2 mg/mL) were used as a positive control; DMSO or double distilled
water were used as negative controls. Extracts were dissolved in DMSO at a concentration
of 10 mg/mL.

Two buffers were used. Buffer A (3 mM adenosine monophosphate, 40 mM (3-
glycerophosphate, 8 mM I-cysteine free base at pH 6.8) was used to prepare GPx stock
solutions, while Buffer B (20 mM sodium dihydrogen phosphate dihydrate, 2 mM magne-
sium sulfate heptahydrate; pH 7.2) was diluted with double distilled water and used as the
assay buffer.

Stock solutions of the enzymes were prepared as follows: GPo was dissolved in buffer
A to a concentration of 5 U/mL. PGM and G6PDH were dissolved in double distilled water
to a concentration of 500 U/mL. All three enzyme stock solutions were stored at —80 °C
until use.

The assay medium was prepared by mixing 5 U/mL G6PDH, 12 U/mL PGM, and
3.148 mg/mL NADP in assay buffer. The enzyme mix consisted of 93.75 mU/mL GPe and
100 mM glucose in assay buffer. Glycogen was dissolved in assay buffer at a concentration
of 2mg/mL.

For the assay, 20 uL of the sample (five concentrations depending on inhibition
strength), positive control, and negative control were transferred to a 96-well microplate
and each mixed with 50 pL of the assay medium. Each sample was then mixed with 80 pL
of enzyme mix. Each sample was analyzed alongside a blank (100 mM glucose dissolved
in buffer B instead of enzyme mix) to allow the samples’ intrinsic color to be accounted
for when calculating the degree of inhibition. The reaction was started by adding 50 pL
glycogen (2 mg/mL) and the samples were incubated for 30 min at 37 °C. Finally, their
absorbance at A = 340 nm was measured. Concentrations and ICsy values were calculated
relative to the final concentrations in each well.

2.10. Statistical Analysis

Results are presented as means and SD of three to 83 independent experiments.
Statistical analyses were performed with Origin 2019G (OriginLab, Northampton, MA,
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USA) and Excel Office Professional Plus 2016 {(Microsoft, Redmond, DC, USA). Data were
checked for normality (Anderson Darling test) and homogeneity of variance (Fisher test).
The significance of differences from positive controls (DPP IV and GPx inhibition assays),
between extraction groups (TPC assay and GPe inhibition assay), and within extraction
groups (TPC and TFC assay, GPa and a-glucosidase inhibition assay) was evaluated using
the one-sample f test (one-sided). Differences were considered significant at the p < 0.05,
p <0.01, and p < 0.001 levels.

3. Results
3.1. Characterization of Extracts

The 16 different extracts (A1-A7, HE1-HE6, HA1-HA3) were prepared from three
different BSG batches (numbered 1 to 3) from two different breweries. Two of the samples
were defatted with isopropanol before extraction. The extraction processes involving SPE
purification provided relatively low yields in the range of 0.8-3.5 g/100 g dried BSG (see
Table 4). The yields for the different extraction processes were relatively similar ranging
from 0.8 to 2.0 g/100 g dw for HE extracts, 0.8 to 2.3 g/100 g dw for A extracts, and 2.5
to 3.5 g/100 g dw for HA extracts. This might be due to the relatively large number of
purification steps (particularly the SPE step), which were needed to concentrate phenolic
compounds and to eliminate interfering compounds such as sugars that might be released
from the lignocellulosic material.

Table 4. Extraction yields of BSG extracts prepared by SPE purification and lyophilization.

Extracts from Extract from Alkaline Extracts from
Solid-Liquid Yield Hydrolysis and Ethvl Yield Extraction with 60% Yield
Extraction with 60% (g/100 g) ‘{ 0 ysis anc ZELy (g/100 g) Acetone of (g/100 g)
cetate Extraction i 4
Acetone Hydrolysis Residue

Al 1.7 HE1 0.8 HA1 2.5
A2 1.2 HE2 1.0 HA2 3.0
A3 23 HE3 20 HA3 3.5
Ad 0.8 HE4 09 s =
A5 0.8 HE5 1.6 - =
Ab 0.9 HE6 1.0 = =

A7 0.9 = = = =

The TPC values of each extract are shown in Figure 1. All extracts contained detectable
amounts of phenolic compounds, ranging from 24.6 4= 3.3 to 351.5 &+ 20.7 ng GEq/mg
extract. The highest TPCs were detected in extracts prepared by alkaline hydrolysis (HE1-
HES6), which contained significantly (p < 0.01 and p < 0.001) more phenolics (157.5 + 13 to
3515 £ 20.7 ng GEq/mg extract) than those prepared by solid-liquid extraction with 60%
acetone (A1-A7) (24.6 & 3.3 to 107.2 £ 15.8 pg GEq/mg extract) and those obtained after
hydrolysis followed by solid-liquid extraction with 60% acetone (HA1-HA3) (60.5 £ 2.6
to 69.3 + 6.7 8 ug GEq/mg extract). Additionally, extracts prepared from previously
defatted BSG (A5, A7, HE6) had slightly higher TPCs than those from the corresponding
non-defatted BSG samples (A4, A6, HE5); this difference was even significant (p < 0.001)
for the HE extracts. Extracts prepared from the same BSG batches using different extraction
processes also had significantly different TPCs: A2 and A3 had significantly (p < 0.01)
lower TPCs than A4 and A6. Additionally, HE extracts of the non-defatted BSG 3 sample
(HE3, HES5) had significantly lower TPCs (p < 0.01 and p < 0.001) than all other HE extracts
(HE1-HE2, HE4, HE6). In general, extracts of BSG 3 (A3, A6, HE3, HE5, HA?2) had lower
TPCs than those prepared from other BSG batches independently of the choice of extraction
process, while alkaline extracts of BSG 1 (HE1) and BSG 2 (HE2, HE4) had similar TPCs.
However, the TPCs of solid-liquid extracts of BSG2 (A2) were almost twice those of BSG1
(A1) leading to the assumption that, besides the extraction process, the BSG batch is also
an important factor in terms of TPC.
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Figure 1. TPC (total phenolic content) of extracts expressed in units of ug GEq/mg extract. Values
are expressed as means & SD of three to five independent experiments each performed in triplicate;
significant differences between and within different extract groups were analyzed: ** p < 0.01,
***p < 0.001.

To compare and discuss our results with literature, the obtained TPC values are
related to the yields of the extracts. As our SPE method was only used as a purification
step and no single substances were yet identified, no recovery rates were determined.
Therefore, the relation to the yields is considered as an estimation giving adjusted TPCs
ranging from 0.43 & 0.08 to 0.86 = 0.13 mg GEq/g BSG dw for solid-liquid extracts A1-A7,
1.7 £0.17 to 2.3 £ 0.11 mg GEq/g BSG for acetone extracts of hydrolysis residues (HA1-
HA3), and 2.52 + 0.21 to 3.96 & 0.32 mg GEq/g BSG dw for extracts prepared by alkaline
hydrolysis (HE1-HE®6). The yield-related TPC values maintain nearly the same trend as the
extract-related TPCs whereby HA extracts show slightly higher TPC values when related
to the yield.

The TFC measurements showed that many extracts (A1-A3, A6, HA1-HA2) had no
detectable flavonoid content. The other extracts under study (A4-A6, HE1-HE6, HA3)
showed TFCs ranging from 7.6 & 0.7 to 93.6 £ 2.9 ug CE/mg extract (Figure 2). The
trends seen for TPCs were also seen for TFCs: extracts prepared by alkaline hydrolysis
(HE1-HE6) had higher TFCs (39.9 = 4 to 93.6 = 2.9 ug CEq/mg extract) than those prepared
by solid-liquid extraction {A4-A5, A7;n.d. to 29.6 & 0.9 ug CEq/mg extract) or extraction
of hydrolysis residues with acetone (HA3; 7.6 4= 0.7 ug CEq/mg extract). In general, the
TFCs were around three times lower than the corresponding TPC which could be due to
the greater specificity of the flavonoid assay. Additionally, the TECs of previously defatted
samples (A4, HE5) were higher than those of the corresponding non-defatted samples (A5
and HE6; p < 0.05 and p < 0.001). and as previously observed for the TPC of acetone extracts
of defatted BSG, extracts of the defatted BSG batch 2 (A5) tended to have the highest TEC
while those from the defatted BSG batch 3 (A7) had the lowest TFC. As was also the case
for TPCs, HE extracts from the non-defatted BSG 3 (HE3 and HES5) had significantly lower
TFCs (p < 0.001) than all other HE extracts (HE1-HE2, HE4, HES6).
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Figure 2. TFC (total flavonoid content) of extracts expressed as pg CEq/mg extract. Values are
expressed as means + SD of three to five independent experiments each performed in triplicate;
significant differences within extraction groups are indicated as follows: * p < 0.05, ** p < 0.001.

As already performed for the TPC values, TFC values were calculated in relation to
extracts “yield to facilitate comparison with previously reported values. The TFCs obtained
in this way ranged from 0.16 + 0.04 10 0.27 + 0.02 mg CE/g BSG (or acelone exlracls (A4,
A5, A7), 0.27 4+ 0.02 mg CE/g BSG for acetone extracts of alkaline hydrolysis residues
(HA3), and 0.22 £ 0.13 to 0.94 £ 0.03 mg CEq/g BSG for ethyl acetate extracts of alkaline
hydrolysis solutions (HE1-HE5). The same trend as for TPC values was observed; HE
extracts had the highest yield-related TFC whereby HA3 extract showed a slightly higher
yield-related than extract-related value.

3.2. Effects on Enzymes of the Glucose Metabolism

The influence of the different BSG extracts on four glucose metabolism enzymes
(«-amylase, a-glucosidase, GPx and DPP IV) was investigated in vitro. The extracts’
inhibitory potential was compared to that of positive controls and expressed as ICs, values,
i.e., the concentration at which the enzyme’s activity was reduced by 50% if the inhibition
was strong enough to calculate this value. Otherwise, the extract’s inhibitory activity was
considered slight to moderate.

3.2.1. Inhibition of e-amylase

The effects of the BSG extracts on x-amylase activity were investigated using a spec-
trophotometric in vitro assay in which the pseudo-tetra-saccharide Acarbose (the active
ingredient in the diabetes drug Glucobay®100) was used as positive control; its TCsy value
was determined to be 35.5 £ 4.4 ng/mL. Most extracts did not detectably inhibit this
enzyme even at the highest tested concentration of 1.05 mg/mL (this value represents the
final concentration of the extract in the incubation solution). However, extracts prepared
by solid-liquid extraction with 60% acetone from BSG 1 and BSG 2 (A1-A2, A4-A5) showed
slight to moderate inhibition at 1.05 mg/mlL, reducing the enzyme’s activity by 23.1 + 4.2
to 49.7 & 12.3% (data not shown); this level of inhibition is too low to permit the calculation
of an ICs value. Generally, there were some notable discrepancies between the extracts
of different BSG batches as well as between the extraction processes. In particular, BSG 3
seems to contain no «-amylase inhibitors, which might be related to the malt used in the
brewing process. The active compounds that are present may not be liberated by bases;



Ergebnisse und Diskussion

Nutrients 2021, 13, 2696 11of21

they appear to be free and easily extractable with 60% acetone since all other extracts (HE
and HA) did not show any inhibiting effect.

3.2.2. Inhibition of e-glucosidase

The a-glucosidase-inhibiting potential of the 16 BSG extracts was investigated using
the potent inhibitor Acarbose (whose measured ICsj value was 156.7 & 37.3 pug/mL) as a
positive control. Extracts A2-A7 and HE4-HES5 exhibited strong inhibition of the enzyme,
with ICsy values ranging from 67.4 4+ 8.1 ug/mL to 268.1 £ 29.4 ug/mL (Figure 3). The
other extracts (A1, HE1-HE3, HE6, HA1-HAB3) caused only slight (data not shown) or no
inhibition and their ICsy values could not be calculated. In general, most extracts prepared
by solid-liquid extraction with 60% acetone (A) showed inhibitory activity, whereas only
two HE extracts (prepared by alkaline treatment followed by ethyl acetate extraction)
and no HA extracts (prepared by alkaline treatment followed by extraction with 60%
acetone) were strong inhibitors. Additionally, extracts prepared from BSG 2 by solid-liquid
extraction with 60% acetone (A4, A5) were significantly stronger inhibitors of a-glucosidase
than comparable A extracts from BSG 3 (A6, A7) (p <0.01 and p < 0.001). A extracts prepared
from defatted material (A5, A7) showed stronger inhibition than those prepared from
untreated (non-defatted) BSG samples (A4, A6); this difference was statistically significant
when comparing A6 and A7 (p < 0.001).
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Figure 3. ICs) values for the inhibition of a-glucosidase by extracts (A2-A7, HE4-HES5) and the
positive control (PC) agent Acarbose. Values are expressed as means =+ SD of three to five independent
experiments and 83 for PC each performed in triplicate; significant differences within extraction
groups are indicated as follows: ** p < 0.01, *** p < 0.001.

3.2.3. Inhibition of Dipeptidyl Peptidase IV (DPP IV)

A fluorometric method using Sitagliptin (in the form of 100 mg Januvia) as a positive
control was used to investigate the effects of the BSG extracts (except A2) on DPP IV. The
positive control agents resulted in a very low measured ICsj value of 5.5 = 1 ng/mL. All
tested extracts inhibited DPP IV at the highest tested concentration of 1 mg/mL. Extracts
HE1-HES6 prepared by alkaline hydrolysis and A7 and HA3 (prepared from defatted raw
material) strongly inhibited the enzyme, with ICsq values ranging from 290.6 £ 97.4 to
7784 + 95.5 ug/mlL, as shown in Figure 4. All extracts had significantly (p < 0.001) higher
ICsy values than the positive control. Extracts Al and A3-A6 (prepared by solid-liquid
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extraction with 60% acetone) and HA1 and HA2 (prepared by acetone extraction of alkaline
hydrolysis residues) exhibited slight to moderate inhibition, reducing DPP IV activity by
15.2 + 4.1 to 49.5 + 4.4% at a concentration of 1 mg/mL (data not shown). In general, it
was mainly HE extracts which showed potent inhibition, whereby the biological relevance
has to be evaluated critically due to the potent inhibition of the diabetes drug Sitagliptin.
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Figure 4. IC5; values for the inhibition of DPP IV by extracts (A7, HE1-HE6, HA3) and the positive
control (PC) agent Sitagliptin. Values are expressed as means + 5D of three to five independent
experiments and 35 independent experiments for the PC, each performed in triplicate; significant
differences from the PC are indicated by *** p < 0.001.

3.2.4. Inhibition of Glycogen Phosphorylase « (GP«x)

The inhibitory effects of the BSG extracts (except A2) on GPx were investigated using
a spectrophotometric in vitro assay in which the potent inhibitor caffeine (IC59 = 128 4= 10
pg/mL) served as a positive control. All of the tested extracts (A3-A7, HE1-HE5, HA1-HA2)
strongly inhibited the enzyme, with ICsy values ranging from 12.6 & 1.1 to 261 & 6 pg/mL
(Figure 5). Extracts Al, HE6 and HA3 were not soluble in the assay medium in the
required highest tested concentration of 1 mg/mL, but showed no inhibitory activity at
concentrations up to 250 pg/mL. The inhibitory activity of extracts A3-A7, HHA1-HA2, and
HE1 was significantly stronger than that of the positive control (p < 0.001). Furthermore, HE
extracts from alkaline hydrolysis (HE2-HE4) were significantly (p < 0.001) less inhibiting
than all other tested extracts (A3-A7, HA1-HA?2, HE1). Additionally, as also seen for the
inhibition of a-glucosidase, A extracts made from defatted BSG (A5, A7) were significantly
(p < 0.001) more potent inhibitors than the corresponding extracts prepared from non-
defatted BSG (A4, A6), whereby the difference between the inhibition potential was even
higher than as observed for a-glucosidase. In general, extracts prepared by solid-liquid
extraction with 60% acetone were more potent regarding the inhibition of GP« than extracts
achieved by alkaline hydrolysis (HE extracts). Especially A5 and A7 are of interest, as their
effect was about ten times that of the positive control caffeine.
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Figure 5. IC5 values for the inhibition of GP« by extracts (A3-A7, HE1-HE5, HA1-HA2) and the
positive control (PC) agent caffeine. Values are expressed as means + SD of three independent
experiments and 20 for the PC, each performed in triplicate; significant differences between extracts
and PC and within and between extraction groups are denoted as follows: *** p < 0.001.

4. Discussion

Sustainable and responsible food production has become increasingly important
in recent years, leading to an increased emphasis on the productive use of agri-food
by-products. Because BSG is rich in fiber and proteins as well as polyphenols such as
hydroxycinnamic acids, BSG is both an attractive ingredient for increasing the nutritional
value of food [2] and a potential source of bioactive compounds. Hydroxycinnamic acids
such as p-coumaric and ferulic acid are already known to inhibit some glucose metabolism
enzymes in vitro [14], and the glucose metabolism enzyme DPP IV was inhibited by
protein-rich BSG extracts in vitro [23]. Here we studied the in vitro inhibition of four
glucose metabolism enzymes (x-glucosidase, a-amylase, DPP IV and GPx) by various
BSG extracts. BSG is the main by-product of the brewing process, whose ingredients are
water, yeast, malt, and hops. Malt, i.e., barley (Hordeum vulgare), is mixed with water at
temperatures of around 65 °C in the mashing process, which is followed by the lautering
process in which the liquid wort is separated from the solid BSG at a higher temperature
(around 75 °C). BSG thus consists mainly of the insoluble components of the barley grains,
i.e., the husks, which contain most of the grains’ phenolic compounds [10,35]. During the
malting and brewing process, the composition of the barley changes significantly. Although
malting facilitates the release and extraction of phenclic compounds and the TPC of BSG is
higher than that of the corresponding barley grains, the overall TPC is strongly reduced
during the first brewing step [36] In general, the TPC of malt is highly sensitive to the
kilning temperature and the presence or absence of hulls [37,38]. Since BSG consists mainly
of the barley grains of the malt, the TPC of BSG results to a great extent from the phenolic
content in malt used for the brewing.

The extracts used in this study were produced from various BSG batches by three
extraction processes including different sequences or combinations of process steps such as
solid-liquid extraction with 60% acetone and alkaline hydrolysis with 4 M NaOH. All meth-
ods applied have previously been used to extract polyphenols from BSG [24,39]. Alkaline
hydrolysis enables the isolation of bound polyphenols, especially hydroxycinnamic acids,
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because most of the phenolic acids in cereals are ester-linked in cell wall polymers [25].
All three extraction processes were followed by purification steps including liquid-liquid
extraction with ethyl acetate for all HE extracts (HE1-HE6). All extracts (A1-A7, HE1-HES6,
and HA1-HA3) were subjected to SPE using C18e columns to eliminate interfering com-
pounds and preconcentrate the phenolic compounds [25,27]. The processes we used in
our study provided relatively low yields, ranging from 0.8 to 3.5 g/100 g extract, whereby
yields were very similar for each extract group Excessive purification steps to eliminate
mainly sugars released by alkaline hydrolysis from the lignocellulosic material [40] might
explain these results.

The TPCs of the extracts ranged from 24.6 4+ 3.3 to 351.5 & 20.7 ug GEq/mg extract and
strongly depended on the extraction method. To facilitate comparison of our results with
already reported values in the literature we calculated yield-related values ranging from
0.43 £ 0.08 to 0.86 + 0.13 mg GEq/g BSG dw for solid-liquid extracts A1-A7, 1.7 + 0.17
to 2.3 + 0.11 mg GEq/g BSG for acetone extracts of hydrolysis residues (HA1-HA3) and
2.52 4 0.21 to 3.96 4 0.32 mg GEq/g BSG dw for extracts prepared by alkaline hydrolysis
(HE1-HES6). The same trend as for extract-related TPC values was observed with HE
extracts containing the highest number of polyphenols. This was expected since most of
the polyphenols in BSG are esterified and bound to the cell wall, and can thus be released
by alkaline hydrolysis or enzymatic pretreatment [8,41,42]. Similar trends, albeit much
higher TPC values, have been reported previously—for example, Stefanello et al. found
that the TPCs of extracts prepared by alkaline hydrolysis ranged from 12.04 to 17.6 mg
GEq/ g sample whereas those of solid-liquid extracts obtained using organic solvents
were between 1.00 and 3.43 mg GEq/g sample [8]. Similarly, Birsan et al. obtained TPCs
of 15.42 to 19.20 mg GEq/g BSG dw for extracts prepared by alkaline hydrolysis and
2.81 to 3.85 mg GEq/g BSG dw sample for solid-liquid extracts prepared with organic
solvents. The latter authors also tested liquid-liquid extraction of the hydrolyzed BSG
with ethyl acetate; TPCs were much lower (3.08 to 4.71 mg GEq/g BSG dw) than that of
hydrolysis-extracts without ethyl acetate extraction but were in the same range than our HE
extracts [8,11]. This indicates that reducing ingredients such as sugars are removed by ethyl
acetate extraction and that the TPC values are not overestimated in contrast to extracts from
alkaline hydrolysis without purification [11,43]. In other studies, TPCs ranging from 0.66 to
9.9 mg GE/g BSG were obtained for extracts prepared by solid-liquid extraction [24,44,45],
while analyses of BSG extracts prepared by alkaline hydrolysis yielded TPCs of 10-13 mg
GEq/g BSG [46] and 0.014 to 0.732 mg GEq/mL extract [47]. No clean-up by column
chromatography or SPE was performed in any of these studies making comparison of TPC
values with our results difficult, though at the same time might explain the lower values
than those reported in the literature. Regarding the influence of the raw material on the
total phenol content, two major points were observed: extracts prepared from defatted
BSG (A5, A7, HE6 and HA3) had higher TPCs than the corresponding extracts prepared
from non-defatted material (A4, A6, HE5 and HA2), which was already reported for
extracts prepared by solid-liquid extraction by Stefanello et al. [8]. Furthermore, differences
between the B5G batches were seen; thus BSG 3 extracts generally had lower TPCs than
those prepared from other BSG hatches independently of the choice of extraction process.
As mentioned previously, the TPC of BSG depends strongly on the phenolic content of
the malt used in the brewing process which varied for each BSG in our study (see Table 1).
Furthermore, the brewing processes differ, which could give rise to differences in the
composition of the BSG. For instance, higher temperatures during brewing and the kilning
of the malt can lead to the formation of melanoidins via the Maillard reaction [11], resulting
in higher TPCs. The differences between the batches could also be partly related to the
storage time before lyophilization: BSG is an unstable microbiological material, and due
to the structural changes during brewing, it is highly susceptible to microbial attack [48].
The three batches may have been stored for different periods of time before freeze-drying,
which would be expected to affect their composition.
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The trends observed in the total flavonoid contents (TFC) of the extracts were similar
to those observed for the TPC. The measured TFCs were relatively low and depended on
the choice of extraction process. Specifically, the TFC values ranged from not detectable (i.e.,
below the concentration of the most dilute calibration standard, 20 pg/mL) to 93.6 2.9 ug
CEq/mg extract Yield related values ranged from 0.16 £ 0.04 to 0.27 £+ 0.02 mg CE/g
BSG for acetone extracts (A4, A5, A7), 0.27 & 0.02 mg CE/g BSG for acetone extracts of
alkaline hydrolysis residues (HA3), and 0.22 4 0.13 to 0.94 4= 0.03 mg CEq/g BSG for ethyl
acetate extracts of alkaline hydrolysis solutions (HE1-HES), whereby, as already for the
TPC, the same trend as for extract-related TFC was seen. In general, HE extracts (except
HES5) had much higher TFCs than A and HA extracts, as was also observed for the TPC.
The influence of the raw material was also similar to that in terms of TPC: defatting process
(A5, A7, HE6 and HA3) resulted in higher TFCs. In general, the TFCs were around three
times lower than the corresponding TPC, which could be due to the greater specificity
of the flavonoid assay. Similar trends were observed by Stefanello et al., who used a
slightly different method for TFC determination and obtained TFCs of 1.24 4 0.08 and
1.34 £ 0.03 mg quercetin equivalents (QEq)/g BSG for extracts prepared by solid-liquid
extraction with acetone of defatted and non-defatted BSG, respectively, and 2.93 & 0.22 and
4.54 £ 0.23 mg QEq/g BSG for extracts prepared by alkaline hydrolysis of defatted and non-
defatted BSG samples, respectively [8]. In addition, TFCs of 1493.75 &= 91.65 mg QEq/kg
BSG have been reported for BSG extracts prepared by solid-liquid extraction with organic
solvents [49] and TFCs of up to 44.72 mg QEq/100g fresh weight (fw) were obtained with
aqueous solvents [50]. In general, our TFC values are comparable to those reported in the
literature for acetone extracts but about 3—4-fold lower than the reported values for those
prepared by alkaline hydrolysis. In all of these cases, no clean-up procedures were applied
and the method of TFC determination differed from that used in our study which might
explain the differences.

After preparing and characterizing the extracts, their biological activity was inves-
tigated. Four enzymes catalyzing different stages involved in the glucose metabolism
process were studied: the digestive enzymes a-amylase and a-glucosidase, DPP IV, which
is an indirect modulator of insulin secretion, and GP«, which is involved in glycogenolysis.
All four enzymes are potent targets for the treatment of type two diabetes mellitus [19,51].
The effects of BSG extracts on glucose metabolism have not previously been studied in
detail; the inhibitory activity of BSG protein hydrolysates towards DPP IV, x-glucosidase
and o-amylase was investigated [23,52], but there are no published studies using extracts
such as those examined in this work. However, studies on the inhibition of a-glucosidase
and a-amylase by aqueous and organic solvent extracts of barley grains and germinated
barley revealed that the extracts inhibited x-amylase more strongly than a-glucosidase
and that germinated barley extracts were more potent than those of ungerminated bar-
ley [53,54]. Some in vivo studies on the effect of malted barley and barley seed on blood
glucose levels have also been reported: Hong and Meang investigated the effect of malted
barley in genetically diabetic mice over 12 weeks and observed an insulin-independent
25% reduction in blood glucose levels, together with a reduction in HbAlc levels compared
to the control group [55]. Minaiyan et al. reported a sub-acute effect of 75% ethanolic
(ethanol/water; 75/25; v/v) extracts of barley seeds in diabetic rats, leading to a reduction
in blood glucose levels after 11 days of consumption [56]. However, it should be noted that
the transformation of barley grains into BSG involves several processing steps, which will
inevitably lead to significant changes in composition, making these results only minimally
comparable to ours. Aside from studies on protein hydrolysates, there is no published
data on the effects of BSG extracts on glucose metabolism. We investigated the effects of
16 different BSG extracts on four glucose metabolism enzymes because inhibitory effects
have only previously been reported for barley, which is the main ingredient of BSG [57].

None of the studied extracts were found to strongly inhibit a-amylase. Only some
extracts prepared by solid-liquid extraction (A1, A2, A4, A5), exhibited slight to moderate
inhibition of this enzyme percentage. Thus, neither alkaline hydrolysis nor solid-liquid ex-
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traction of alkaline hydrolysis residues enable the extraction of potent x-amylase inhibitors
from BSG. However, there were some notable differences between the extracts of different
BSG batches. Donkor et al. investigated methanolic extracts of germinated barley with
a TPC of around 100 pg ferulic acid equivalents/mL and found that they induced 35%
inhibition of porcine pancreatic a-amylase. However, their methodology differed from
ours and the concentration of the extract was not reported [53]. In another study using
aqueous and ethanolic phenolic barley extracts with TPCs ranging from 0.41 to 0.63 mg
GEq/g dw, moderate and strong effects on «-amylase were observed [54]. Although the
TPCs of our extracts were higher, we observed no inhibitory effect and inhibitory activity
towards x-amylase was uncorrelated with TPC or TFC. This indicates that the phenolic
content alone is not predictive of inhibitory activity. However, it may be worthwhile
to investigate the inhibitory activity of individual compounds within the extracts. It is
possible that the observed inhibition is due to other compounds such as lipids; polar
lipids from BSG, beer, and brewing products have been reported to exhibit antithrombotic
effects [10], and the oleic and linoleic acid content of mushroom extracts was found to
correlate with inhibition of &-glucosidase, and slightly with that of a-amylase [58]. BSG
is rich in lipids [9]; accordingly, the lipid content of one of our BSG samples (BSG 3) was
around 13.4% (determined by solid-liquid Soxhlet extraction with isopropanol; data not
shown). Most lipids in BSG are reported to be triglycerides but there are also around 30%
free fatty acids and 9% phospholipids [9]. Acetone is a frequently used solvent for lipid
extraction of plant material and BSG [59]. Although pure acetone was used in the work
of del Rio et al., aqueous acetone, as used in our extraction processes, may also cause the
extraction of some lipids.

Inhibition of x-glucosidase was mainly observed for extracts prepared by solid-liquid
extraction with 60% acetone (A2-A7), but two extracts prepared by alkaline hydrolysis
(HE4-HES5) also had strong effects on a-glucosidase, with 1Csy values comparable to that
of the positive control agent Acarbose, a well-known inhibitor of x-glucosidase and «-
amylase. The other extracts (A1, HE1-HE3, HE6, HA1-HA3) showed moderate inhibitory
activity. In general, all of the studied extracts inhibited x-glucosidase in vitro to at least
some degree, indicating that BSG is a potent source of inhibitors of this enzyme, whereby
mainly A extracts were biological active. Such strong inhibition of «-glucosidase by BSG
extracts has not previously been reported; Donkor et al. observed only slight inhibition
by methanolic extracts of germinated and ungerminated barley [53], while Ramakrishna
et al. reported maximum inhibition values of around 40% for aqueous and ethanolic
extracts of barley [54]. The total phenolic contents of our extracts were higher than those
used in the two earlier studies, which may explain their stronger effects, but there was
no clear correlation between TPC or TFC and strength of inhibition in our studies. Tt
would therefore be useful to investigate the individual components of the extracts to
determine their phenolic and flavonoid profiles and identify the compounds active against
a-glucosidase.

All of the studied extracts exhibited inhibitory activity towards DPP IV. In particular,
all of the alkaline hydrolysis extracts (HE1-HE6) and most of those prepared from defatted
gamp]eg (A7 and HA3) achieved strong inhibition. Other extracta (A1, A3-A6, HAT-HA?)
had only moderate effects. However, when evaluating the relevance of these results, it
should be noted that the positive control Sitagliptin (an established anti-diabetic drug) is
a 50 to 150 fold stronger DPP IV inhibitor. Most of the extracts studied here were more
potent inhibitors than the BSG protein hydrolysates studied by Connolly et al.; while no
ICsp values were determined by those authors, the highest inhibition observed (using an
extract concentration of 1.5 mg/mL) was around 40% [23]. While the effects of our extracts
were modest compared to that of the positive control, BSG could be an interesting source
of DPP IV inhibitors given that the extracts are complex mixtures and their effects could
be due to single compounds present in very small quantities. As also observed in the
x-amylase- and a-glucosidase-enzyme assays, there was no clear correlation between TPC
and TEC and the strength of inhibition. However, the alkaline hydrolysis extracts (HE
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extracts) generally had stronger effects on DPP IV than extracts from solid-liquid extraction
(A extracts). Given the results of Connolly et al. and the substrate specificity of DPP IV
for proteins and peptides, it is possible that amino acids or peptides could be responsible
for the inhibitory activity of the B5G extracts. However, the protein content of the alkaline
hydrolysis extracts (HA1-HA3 and HE1-HE6) should be relatively low given the nature
of the extraction process. Alkaline extraction is a proven method for extracting proteins,
which remain in soluble form and can be precipitated and isolated by reducing the pH [60].
In our extraction processes (1 and 2) the pH was adjusted to around 2 but the insclubilized
proteins were separated from our supernatant by filtration. Therefore, appreciable levels of
proteins and amino acids should only be present in extracts A1-A7, meaning that the DPP
IV inhibition caused by the HA and HE extracts is probably due to other compounds.

All of the studied extracts were potent inhibitors of GPx with those prepared with
60% acetone generally revealing stronger effects than those prepared by alkaline hydrolysis
(with the exception of HE5). All of these extracts other than HE2-HE4 inhibited the
enzyme more strongly than the positive control caffeine. As already seen for a-glucosidase
inhibition, extracts prepared from defatted material (A5, A7) were stronger inhibitors
than the corresponding non-defatted extracts (A4, A6). GP« inhibition appeared to be
uncorrelated with TFC and TPC. However, given the potent inhibitory activity of the
extracts (especially Ab and A7, which was around 10 times that of caffeine) BSG seems to
be a potent source of GPa inhibitors [61]. As the enzyme has seven binding sites, it has
many potential targets for allosteric modulation that can accommodate a wide range of
chemical structures. For example, one of the binding sites favors the binding of glucose
analogs while another favors heteroaromatic compounds binding [51]. Therefore, many
compounds within our extracts could be responsible for the inhibition of GP«x.

In general, HE (alkaline hydrolysis followed by ethyl acetate extraction) extracts had
significantly higher TPCs and, in most cases, TFCs than A (solid- liquid extraction with ace-
tone) and HA (alkaline hydrolysis followed by acetone extraction) extracts. Nevertheless,
HE extracts were only more active than A or HA extracts towards DPP IV. Additionally,
the BSG batch had no major effect on the inhibition potential. The acetone extracts were
generally more potent inhibitors of «-glucosidase and GP« than the HE or HA extracts, or
at least equally strong. For both enzymes, acetone extracts of defatted BSG (A5, A7) were
stronger inhibitors than non-defatted acetone extracts (A4, A6). However, the differences
between the three BSG batches were minor. It thus seems that the choice of extraction
process affects the inhibitory activity of the extracts more than the choice of raw material.

5. Conclusions

Multiple batches of BSG were extracted using three different complex extraction
processes and their total phenolic as well as total flavenoid contents were determined. The
extracts’ effects on the activity of four glucose metabolism enzymes were then investigated.
The observed TPCs and TFCs were lower than those reported previously, although it
should be noted that SPE cleanup was not applied in previously reported studies on BSG
extracts and that both the malt used in the brewing process and the storage conditions
of the BSG may affect the extracts” composition. Several extracts were observed to have
strong inhibitory activity, particularly towards GPa and «-glucosidase, but also towards
DPP IV. However, the inhibition of DPP IV was considerably weaker than that caused
by the positive control, so the biological relevance of the results for this enzyme should
be evaluated critically. No appreciable inhibition of a-amylase was observed. In general,
the results are not readily compared to literature data because the only relevant previous
studies examined BSG protein hydrolysates or barley extracts, and the steps involved in
transforming barley grains into BSG (which include malting and the early steps of brewing)
will inevitably cause significant changes in the composition of the material [62].

Nevertheless, our results clearly show that BSG is a source of potent inhibitors of
various glucose metabolism enzymes, especially GPa and a-glucesidase, and that further
research is warranted to identify the active compounds within these extracts. Additionally,
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our findings show, that solid-liquid extraction with 60% acetone resulted in more potent
extracts regarding GPw and a-glucosidase inhibition than alkaline hydrolysis. Differences
between the BSG batches were of minor importance; the extraction process is crucial for the
biological activity determined here. Furthermore, our TPC results confirmed, that bound
polyphenols account for the majority of the total phenolics in BSG. However, a high TPC
and TFC was no indicator of a more pronounced inhibitory potential. HPLC-DAD and
HPLC-MS/MS analysis should be performed to characterize the (phenolic) compounds in
the extracts in more detail, and the activity of these compounds should be investigated in
enzyme-inhibition assays.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/nul13082696/s1, Scheme S1: Overview flow chart for extract preparation (A1-A7, HE1-HES6,
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]
enthdlt. Letztere setzen sich groRtenteils aus Triglyceriden zusammen aber auch freie
Fettsauren und Phospholipide wurden beschrieben [Niemi et al., 2013]. Aufgrund des
Brauprozesses wird davon ausgegangen, dass groRe Teile der enthaltenen Lipide einer
Oxidation unterliegen und weitere modifizierte Lipidklassen enthalten sein kdnnten. So
wurden nach dem Maischeprozess hydroxylierte Fettsauren identifiziert [Arts et al., 2007].
Zudem stellt BSG eine gute Quelle fiir 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
hauptsachlich 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-Riafio 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 aufgeklart [Callipo et al., 2010; Bunzel et al., 2005]. Die
freien Polyphenole, wie einige Flavonoide oder Dihydrohydroxyzimtsduren, 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 groRe Klasse sekundarer 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 Aminosaure und
einem Hydroxyzimtsaureanteil zusammen. So wurden in Bier und Gerste verschiedene
Hordatine, Dimere zweier HCA-Agmatine identifiziert, die sich durch ihre Stabilitat
auszeichnen [Pihlava, 2014; Ropenack et al., 1998]. Bereits 1999 zeigten Studien [Nomura et
al., 1999], dass der Gehalt wahrend der Keimung zunimmt, weshalb sie in relevanter
Konzentration in BSG enthalten sein kdnnen. Aufgrund nicht kommerziell erhadltlicher
Reinsubstanzen gestaltete sich die Quantifizierung der Hordatine als schwierig und erfolgte in
Form von pCA-Aq 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 verfligbar waren. Weiterhin
sollten die Unterschiede bzgl. der Inhaltsstoffe in Abhdngigkeit 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 % gerosteter und geschélter 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 abhangig 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 Vorldaufer 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 ahnlichen Hordatine ermdoglichte. Als Leitsubstanzen innerhalb der HE- und
HA- Extrakte konnten v.a. Hydroxyzimtsdurederivate, wie FA, pCA und CA, nachgewiesen
werden, doch auch DiFAs waren in den durchgefihrten full scans ersichtlich. Die
Signalintensitaten 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 Rickstand der alkalischen Hydrolyse gewonnen
worden waren (vgl. Abb. 55) und somit der GroRteil der Polyphenole im fliissigen Uberstand
der HE-Rohextrakte enthalten waren. Weiterhin waren Azelain- und Suberinsdure (zwei
Dicarbonsauren) sowie im full scan angedeutet Trihydroxyoctadecansaure in den HE- und HA-
Extrakten zu finden. Wie zuvor fir die Hordatine, wurden die Trihydroxyfettsauren sowie die
Hydroxyzimtsaurederivate 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 Sensitivitdt erreicht. Eine Identifikation der Hordatine erfolgte groRtenteils anhand
ihrer charakteristischen Fragmente, welche dem zweifach geladenen Prdkursorion
entsprachen oder von der Agmatin- (fir Hordatine A, B, C, Al, B1l, C1) bzw.
Hydroxyagmatineinheit (fiir Hordatine A1, B1, C1, A2, B2, C2) stammen. Zuséatzlich wurde der
Verlust von Kohlenmonoxid, Methylgruppen, Methoxygruppen oder Ammoniak beobachtet
und Glykoside anhand des spezifischen Verlustes einer Hexose identifiziert. Flir 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 zusatzlich ein Regioisomer darstellen. Insgesamt wurden so fast 70
Isomere identifiziert. Neben den Hordatinen waren in den meisten Extrakten zusatzlich zwei
Spermidinderivate und die monomeren Vorldufer der Hordatine enthalten. Die semi-
quantitativen Ergebnisse bestdtigten, was sich in den massenspektrometrischen
Experimenten anhand der Signalintensitat 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) groRere Mengen an Hordatinen enthielten als die
vergleichbaren Extrakte aus nicht entfettetem Material. Extraktionsprozess 3 erwies sich als
effektiver fir 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 pug pCA-Ag/mg Extrakt. Vergleiche mit den wenigen
vorhandenen Literaturdaten [Pihlava et al., 2016; Kohyama und Ono, 2013] zeigten, dass die
Gehalte in BSG hoher sein konnten als in ungekeimter Gerste und bewiesen, dass Hordatine
beim Brauprozess im BSG verbleiben und nicht vollstéandig in die wassrige Wiirze und damit in
das Bier Ubergehen.

Die beiden anderen Extraktgruppen, HA und HE, enthielten v.a. Hydroxyzimtsdaurederivate,
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 bestdtigten. Strukturell wurden die DiFA-Isomere anhand
charakteristischer Fragmente sowie deren Verteilung identifiziert. Dabei wurde unterschieden
zwischen unspezifischen Signalen, wie bspw. der Kohlenstoffdioxidabspaltung, welche fiir alle
DiFAs auftrat und diagnostischen Signalen, welche strukturspezifisch waren. So zeichnete sich
die 8 -0-4-Form durch das Auftreten des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses m/z 193 aus,
welches vom monomeren FA-Fragment stammt. Je nach Verkniipfung der beiden FAs ergeben
sich die folgenden Strukturen: 8-8-Aryltetralin, 8-8", 8-5", 5-5", 8-5"-zyklisch und 8-0-4-Form.
Alle DiFAs konnen noch als cis/cis, cis/trans oder trans/trans-lsomer sowie fur 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 anschliefende HPLC-DAD-
Quantifizierung aller Hydroxyzimtsaurederivate ergab fiir alle neun Extrakte die gleiche
Abfolge der Derivate mit FA (18,1 * 3,1 bis 378,6 + 41,0 ug FA/mg Extrakt) als mengenmaRig
haufigstes Derivat gefolgt von pCA (6,8 + 0,8 bis 94,9 + 15,1 ug pCA/mg Extrakt), DiFA (2,2+0,1
bis 50,8 + 2,5 pug FA-Aq/mg Extrakt) und CA (14,3 + 6,1 bis 19,6 *+ 0,4 ug CA/mg Extrakt). Die
HA-Extrakte enthielten keine CA. Der Vergleich mit Literaturdaten ergab ein dhnliches Bild
hinsichtlich der mengenmaRigen Verteilung der Derivate. Doch sowohl die HE- als auch die
HA-Extrakte wiesen hohere Gehalte der monomeren Hydroxyzimtsdurederivate als die
Vergleichsdaten auf [Stefanello et al., 2018; Birsan et al., 2019; Alonso-Riafio et al., 2020]. Dies
konnte auf die Aufreinigung mittels SPE zuriickgefiihrt werden. Die semiquantitativen Daten
flr die DiFAs waren teilweise vergleichbar mit Literaturdaten [Verni et al., 2020], doch zeigte
sich hier, dass zwar teils hohere DiFA-Mengen jedoch keinerlei hohere Oligomere enthalten
waren. Dies lasst sich auf unterschiedliche Laugenkonzentration wahrend der alkalischen
Hydrolyse zurlickfiihren, da davon auszugehen ist, dass hohere Konzentrationen zu héheren
Hydrolyseraten fihren kdnnen. 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 Erh6hung
selbigen Gehaltes gefiihrt hatte. Weiterhin erwies sich Extraktionsprozess 1 (HE1-HE3) als
effektiverim Vergleich zu Prozess 2 (HE4—-HEG6), was am unterschiedlichen Extraktionsvolumen
der Natronlauge liegen kdnnte.

Als dritte grol3e Substanzklasse wurde in allen drei Extraktgruppen Oxylipine, im Speziellen
hydroxylierte Derivate der Linolsdure 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 Sauren gefolgt von
den HA- und A-Extrakten. Die gesattigte TriHODA war in A-Extrakten, mit Ausnahme von Al
und A6, hingegen nicht enthalten. Aufgrund der regio- und stereoselektiven Lipoxygenase-
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Reaktion wahrend 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 flihrte die
alkalische Behandlung zu den Modifikationen der Fettsdauren 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 grofRe 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 grofSte Substanzklasse die
Phenolamide, v.a. Hordatine waren. Diese stellen Dimere zweier HCA-Agmatine dar, wodurch
sich in Kombination mit Glykosidierungen und Hydroxylierungen eine groRe strukturelle
Vielfalt ergibt. Hier wurden Hordatine erstmals als Bestandteile von BSG identifiziert. Ihre
Quantifizierung erwies sich aufgrund nicht erhaltlicher Reinsubstanzen als schwierig und die
semiquantitative Betrachtung als pCA-Aq erméglicht lediglich einen Vergleich zwischen den
Extrakten. Trotzdem zeigten die Ergebnisse, dass BSG eine gute Quelle fiir Hordatine darstellt.
Insbesondere die Chargen 2 und 3 enthielten viele Hordatine, was darauf zuriickgefiihrt
wurde, dass Charge 1 aus 50 % Weizenanteil bestand und Hordatine gerstenspezifisch sind.
Der Entfettungsprozess erwies sich als effektiv, da die entsprechenden Extrakte (A5, A7)
héhere Mengen als die vergleichbaren Extrakte aus nicht entfettetem Material (A4, A6)
aufwiesen.

In HA- und HE-Extrakten lagen tendenziell die gleichen Substanzklassen, v.a.
Hydroxyzimtsaurederivate vor. Lediglich einige Dicarbonsduren wurden in den HA- nicht aber
in den HE-Extrakten nachgewiesen. Grof3e 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 hohere Hydroxyzimtsduregehalte und eine héhere
Anzahl verschiedener DiFA-Isomere als die HA-Extrakte. Auffallig 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 grofRen Einfluss auf die extrahierte
Gesamtmenge an HCAs und molekulare GroRe der FA-Oligomere hat. So konnten keine Tri-
oder Tetramere mit den hier eingesetzten Extraktionsmethodiken isoliert werden,
wohingegen die monomeren Gehalte deutlich héher als in Vergleichsstudien lagen.

Neben den sekunddren Pflanzeninhaltsstoffen enthielten alle Extrakte verschiedene Isomere
einiger Trihydroxyfettsauren, wobei TriHOMEs in allen drei Extraktgruppen bestimmt wurden,
die TriHODA jedoch nurin HA- und HE-Extrakten. Es zeigte sich weiterhin eine deutlich gréRere
Isomerenvielfalt in Extrakten aus alkalischen Vorbehandlungen (HE, HA) als in Extrakten aus
SLE (A). Eine genaue Analyse der Isomeren war aufgrund von Coelutionen nicht moglich,
weshalb hier eine Optimierung der Trennung in weiteren Studien zielfiihrend ware.

Insgesamt erwiesen sich alle Extrakte als reich an sekundaren 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 kdnnen. Die
Quantifizierungen der Hordatine und HCAs erwies sich jedoch ohne Referenzsubstanzen als
schwierig und die semiquantitativen Daten stellen lediglich eine Moglichkeit dar, Extrakte aus
gleichen Prozessen direkt miteinander zu vergleichen. Die Synthese oder Isolierung der
einzelnen Substanzen wdre daher eine geeignete Moglichkeit Referenzsubstanzen zu
generieren, um eine prazise Quantifizierung der bioaktiven Substanzen zu ermdoglichen.

Veroffentlichtes Manuskript

78



Received: 13 September 2022 | Revised: 25 Movember 2022

Ergebnisse und Diskussion

M) Check tar updates

Accepted: 2% Movember 2022

DOI: 10.1002/fsn3.3178

ORIGINAL RESEARCH

T i YT EY,

Characterization of brewer's spent grain extracts by
tandem mass spectrometry and HPLC-DAD: Ferulic acid
dehydrodimers, phenolamides, and oxylipins

Daniela Becker™ | Simone Stegmiiller | Elke Richling

Departmant of Chemistry, Division
of Food Chemistry and Toxicology,
Rheinland-Pfakzische Technische
Universitét Kaizerslautern-Landau,
Kaiserslavtern, Germany

Correspondence

Elke Richling, Department of
Chemistry, Division of Food
Chemistry and Towicology, Rheinfand-
Pfalzische Technizche Universitat
Kaiserslautern-Landau, Erwin-
Schrodinger-5trafie 52, 676463
Kaisersiautern, Germany.

Email: richling@chemisuni-kl.de

Funding information

EU-INTERREG project BIOWVAL supported
by the European Funds for Regional
Development, Grant,/Award Mumber:
project no. 018-4-09-021

1 | INTRODUCTION

Beeris the most popular slcoholic beverage worldwide and its annual
global production in 2020 accounted for around 1.8 billion hectoli-
ters (Barth, 2021). Its major by-product is the brewer's spent grain
({B5G) with arcund 14-20kg/100L beer (Kunze, 2010; Olsjire, 2020)

Abstract

Brewer's spent grain (BSG) is a major by-product of the brewing industry which is
generated in high amounts. In recent years, sustainable food production has become
more and more important. BSG mainly used as cattle feed has gained high interest
due to not only its valuable ingredients such as fiber and proteins but also secondary
metabolites remaining in BSG after the brewing process and known for many bio-
logical effects. In the present study, various methods were applied, such as acetone
extraction (A}, alkaline hydrolysis followed by ethyl acetate extraction {(HE), and ac-
etone extraction of alkaline hydrolysis residue (HA). Compounds present in the re-
spective bicactive extracts were characterized by mass spectrometry to identify the
active compounds. Various hydroxycinnamic acid derivatives as well as oxylipins and
some dicarboxylic acids, such as azelaic acid, were present in HE and HA extracts. In
contrast; some catechins and phenolamides, such as numerous hordatines, as well as
oxcylipins and phosphohipids were detected in A extracts. Quantification using HPLC-
DAD revealed hordatine contents up to 172.2 + 21 pg p-coumaric acid equivalents/
mg extract. Hydroocycinnamic acid derivatives content accounted for up to 48% of the
total extract (HE extracts) but only around 3% of the total HA extracts. In summary, all
extracts contained secondary plant metabaolites belonging to different classes, rang-
ing from hydroaxycinnamic acids to phenolamides, such as not only hordatines but also
oxylipins, which were identified for the first time in BSG.

KEYWORDS
bicactives, Brewer's spent grain, ferulic acid derivatives, hordatines, oxylipins, polyphenols

leading to high amounts {up to 3% million tons) of BSG worldwide.
Az & sustainable and responsible food production has become in-
creasingly important, alternative uzages of agri-food by-products
such as BSG became crucial in recent years. BSG mainly consists of
the insoluble part of the matt, which remains after the brewing pro-

cess. Mainly barley grains and to a lesser extent other cereals, such
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as wheat or maize, are used {L-fnch et al., 2016; Mussatto, 2014).
Despite its high nutritionzl value due to its high protein {19-30%
wiw) and fiber [30-50% w/w) content, BSG iz often used as cat-
tie feed. In recent years, other applications have been investigated,
e.g., as an ingredient for human food to enhance its nutritional value
{Merten et al., 2022; Sahin et al., 2021}, used in biogas producticn
{Szajz et al., 2020), or as an adsorbent to remove metals from wasts
water {Lu & Gibb, 2008). It is well-known that beer iz rich in paly-
phenols such as hydroxycinnamic ecids. flevonoids, and alzo phe-
nolamides, as reviewsd by Wannenmacher et al. (2018), but many
of these bioactive compounds have been reported to be present in
BSG as well (Bonificio-Lopes et al., 2020; Verni et al., 2020}

B5G is a lignocellulosic material with cellulose, hemicellulose,
and fignin being the most abundant compenents. Hemicelluloses
may be present at up to 40% of the total dry weight (dw) of B5G
(Mandalari et al, 2005), and due to cross-linkers built from ferulic
acid dehydrodimers (DiFA), BSG is an interesting source of bound
polyphenols [Stefanello et al, 2018). Lignin, a polyphenoclic macro-
molecule, is found at up to 28% BSG dw and consists of not only
monomers sinapylfconiferyl and p-coumaroyl alcohol but also high
amounts of polyphenols, such as ferulic acid (FA} or vanillic acid, as
part of the lignin structure (Aura et al., 2013; Mussatto et al , 2010).
Besides the lignocellulosic compounds in BSG, high amounts of pro-
teins (14%-31%) (Santos et al, 2003; Xiros et al., 2008) have been
reported with essential aming acids, such as methionine, trypto-
phane, or lysine, representing around 30% of the totsl protein con-
tent (Lynch et al, 2018). Moreover, up to 13% of lipids have been
found in BSG (Xiros et al., 2008). Miemi et al. reported that the fipids
comprised mostly trighycerides [53%), and also free fatty acids (30%),
phospholipids {7.1%), and diglycerides (5.73%) (Miemi et al., 2012). Del
Rio et al. reported similar distributions within lipid extracts of B5G,
with palmitic, oleic, and lincleic acids being the predominant free
fatty acids (Del Rio et al., 2012). Previously, Anness and Reud re-
ported that most lipids from malt remained in BSG but around 30%
of lipids were oxidized during mashing {Anness & Reud, 1985), which
might lead to madified lipid classes in BSG. Arts et &l reported the
presence of hydroxylated fatty acids resulting from enzymatic ox-
idation during the mashing process [Arts et al., 2007)_ In line with
these findings, tribydroxylated fatty acids have been detected in
beer [Esterbauer & Schauenstein, 1977). They belonged to the class
of oxylipins, comprizing oxidation products of polyunsaturated fatty
acids with oxygen as well as their primary oxidation products (Arts
et al, 2007).

Regarding the polyphenols in BSG, & distinction between bound
and free compounds can be made and has been investigated in dif-
ferent studies [Birsan et al., 2019; Verni et al., 2020). The first step
in the extraction process is usually SLE with organic solvents [free
polyphenols), followed by alkaline hydrolysis (bound potyphenols),
which disrupts ester bonds in the cell walls, leading to the liberation
of hydroxycinnamic acids. Free polyphenols mainhy consisted of fla-
voneids like catechin, whereby bound polyphenols such as hydroxy-
cinnamic acid derivatives, particularly FA and p-coumaric acid (pCA)
weere present in 50- to 100-fold higher amounts (Birsan et al, 201%;

Verni et al., 2020}, Ferulic acid oligomers are alse part of the bound
polyphencls and weare reported to be contained in BSG (Birsan
et sk, 2019; Moreira et al, 2013; Verni et al, 2020).

We recently investigated the influence on glucose-metzbolizing
enzymes with BSG extracts prepared by solid-fiquid extraction
{SLE] with &0% acetone or alkaline hydrolysis followed by ethyl
ecetate az well as acetone sxtraction of alkaline hydrolysis residue
{Becker ot al., 2021). All of the extraction methods are well-known
procedures and were aiready used for the extraction of polyphe-
nols {Hemanz et al., 200%; Jay et al. 2008; Meneses ot al, 2013L
Dwur epproach was to generate different extract groups with vary-
ing compounds including solid-liguid extracts containing flavonoids
end other polyphenols and extracts from alkaline hydrobysis mainly
containing hydroxycinmamic acids. Extensive purification by ethyl
scetate extraction and 5PE was performed to ensure the elimina-
tion of interfering carbohydrates {Aarabi et al., 2015; Michalkiewicz
et al., 2008). The respective extracts were characterized by the total
phenolic content (TPC) and total flavonoid content {TFC), but indi-
wvidual compeaunds were not identified yet. In the present study. the
same B5SG extracts were analyzed by tandem mass spectrometry,
and specific compounds were guantified by HPLC-DAD in & semi-

quantitative approach in order to identify active compounds.

2 | MATERIALS AND METHODS
21 | Chemicals

Chemicalzs were of analytical grade and cbtained from Sigma-Aldrich
{Taufkirchen, Germany) unless otherwise stated. HPLC LC-MS grade
end supergradient HPLC grade acetonitrile and HPLC LC-M5 grade
methano! were obtained from VWR Chemicals (Darmstadt, Germany).
Formic acid was purchased from Carl Roth {Karlsruhe, Germany), and
formic acid Optima LC-MS grade from Fisher Chemicals (Waltham,
UsA) Trans-ferulic acid (purity 99%), caffeic acid {purity =98%),
p-coumaric acid (purity >98%), trans-cinnamic acid (purity 9%}, -
tryptophan [purity 298%), and 3 4-dimethoxycinnamic acid (purity
9%%) were obtained from Sigma-Aldrich {Taufkirchen, Germany)
Monanedioic acid (azelsic acid) {purity =78%), octanedicic acid (su-
beric acid} {purity =%8%), (9. 10, 13)-trihydroxy octadecencic acid
{purity >29%), and (%12 13)-trihydroxy octadecencic acid (purity
»99%) were purchased from Larodan (Solna, Swaden).

2.2 | BSG samples and extracts

Three different batchez of B5G were used: one from the conventional
Crval Brewery in Belgium (Florenville, Belgium, BSG 3) and two sup-
plied by the brewing group of the Chair of Bioprocess Engineering at
the Technische Universitat Kaiserslautern (Kaiserslautern, Germany:
BSG 1-2). The malts used for these batches are fisted in Table 1.
Extracts were prepared using three different extraction pro-

cessas: combinations of 3] ultrasound-assisted alkaline hydrobysis
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with 4 M sodium hydroxide (MaOH) followed by ethyl acetate ax-
traction (HE extracts), (b) SLE with 60% acetone (acetone/water:
&0/40; viv: A extracts), and (c) acetone extraction of alkaline hydro-
lyziz residus {HA extracts). All extractions were followed by a puri-
fication step using zofid-phaze extraction with C18ec material and a

Process3
Acetone
L]

Ad

AS

AS

A7

lyophilization process a5 previousty described in more detzil {Backer
et al, 2021). As a result, three different extract groups, lsbeled Al-
AT (zolid-liguid extraction with §0% acstone), HE1-HES (slkaline
hydrolysis followed by ethyl acetate sxtraction), and HA1-HAS {ace-
tone extraction of hiydrolysis residue), were obtained (Table 1)

Acetone extraction of

hydmolysis residue

HA1
HAZ
HA2
HA3

2.3 | HPLC-MS/MS characterization of
BSG extracts

Analysis of the extracts listed in Section 2.2 was performed with
HPLC-MS [Appendix 51: Supplement Material A). HPLC conditions
were asfollows: Synergi 4 pm polar RPBO A column (250 mm x 46 mm,
Phenomeanax, Torrance, California, USA) solvent system: A OU13%

Alkcaline hydrolysis +othyl

Process 2

acetate
HE4
HES
HES
HE#&

formic acid and B acetonitrile; gradient profile: isocratic 10% B for
2 min, from 10 to 25% B over 1 min, isocratic 25% B for ¢ min, from
25 to 50% B over 15min, from 50 to ?8% B over & min, isocratic
98% B for 10 min, from 8 to 10% B over 0.1 min, and isocratic 10%
B for 10 min; flow rate 800p!/min; injection volume 20-50p (de-
pending on HPLC-MS system used); column oven temperature 30
“C; samples measured at concentrations of 100-1000pg/ml for
extracts and 1-100pg/ml for reference [depending on HPLC-MS

system used); substances in methanol/formic acid [$9.9/0.1; v/v),

HEL
HE2
HE3

membrane filtered (0.45pm) prior injection; and UV detection: 280,
300, and 320nm. ESIH,-MSUMS] and ESl,..-MS(/MS) conditions
can be found in the supplement materials (Appendix 51: Supplemant

Allaline hydralysis +ethyl

acetate extraction

Material A). Initially, precursor ions were identified from a full scan
followed by a product ion scan.

extraction
Purification by sofid-phase extraction

MAcetone

Al
A2

24 | Identification of phenolamides

Identification of phenolamides was achieved by HPLC-MS5 as pre-
viously described (Becker et al, 2022). Different extract concen-
trations were measured duse to varying phenolamide content, and
therefore huge differences in signal intensity to ensure clear iden-
tification are as follows: Al: S0pg/mi, A2: 35pg/ml. AZ: 40 pg/ mi,
A% and AS: 25pg/ml, and AF: 12.5 pg/ml in methanol/formic acid
{99.9/0.1; v/v), membrane filtered (0.45pm) prior injection; and injec-
tion volume was set to 20 pl.

Pilsen malt (P0%), caramel malt (9%}, peeled, A3
and roasted badey (1%)

Wheat mait {54. 3%} and Piben malt (45.7%)

Weyermann® Vienna malt (100%)

2.5 | Structural elucidation of ferulic acid
dehydrodimers and identification of oxylipins

Structural elucidation of DiFAs as well as identification of trilydroxy
axylipins were performed by HPLC-MS (Appendix 51: Supplemant
Material A) and product ions scans. HPLC conditions were a5 follows:

Rawmaterialused  Malt used for brewing

BSG 2 defatted

BSG 3

BSG 3 defatted

TABLE 1 Raw material for extraction and malt composition of BSG as well as nomenclature of BSG extracts (purified by SPE and Ivophifized)
Process 1
BSG1
BSG 2
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Synergi 4 pm polar RP 80 A column (250mm x4 6 mm, Phenomenex,
Torrance, California, USAL solvent system: A 0.1% formic acid and B
acetonitrile; gradient profile: isocratic 25.1% B for 11 min, from 25.1
to 34.5% B over 30min, from 34.5 to 8% B over 0.1 min, isocratic
98% B for 7 min, from 78 to 25.1% B owver 0.1 min, and isocratic
25.1% B for 12min; flow rate: 800 pi/min; injection volume: 5-20p!
[depending on the extract solution concentration and expected
concentration of the compound) membrane filtered (0.45pm) prior
injection; column oven temperature: 35 °C: and sample concen-
tration in ©.1% formic acid in methanol: 250pg/mil ESlm-MS{MS?
conditions can be found in the supplement material (Appendix 51:

Supplement Material A).

2.6 | Quantification of total hordatine content by
HPLC-DAD

Total hordatine content was determined as p-coumaric acid equiva-
lents [pCA-Eq) based as previously described (Backer et al, 2022}
using a correction factor {CF) due to the different UV absorption of
nmordatines and pCA which was adapted from published data (Pihlava
etal, 2015).

Twio independent extract solutions were preparad and each was
injected three times lexcept A2, six injections of the same extract
solution). LOD was determined as 0.3 pg/ml and LOQ as 1.0 pg/mil.
The precizion of the method was determined by inter- and intra-day
repetition experiments; and the coefficient of varistion was 0.5% for
intra-day and 0.8% for inter-day experiments. Matrix effects were
evaluated by comparison of internal standards response in extract
matrix compared to solvent and were determined with a deviation
of 5.8%, which was significant I:p{.oﬁ} indicating only sight matrix
effects. Detailed information on the method validation can be found

in Section 2.5

2.7 | Quantification of hydroxycinnamic acids by
HPLC-DAD

Three hydroxycinnamic acids. namely pCA, trans-FA, and caffeic
acid [CA), were quantified by HPLC-DAD. Bazed on the peak area
of compounds in relation to the peak area of an 15, an external cali-
bration curve ranging from 2.5-75 pg/ml for pCA, 2.5-150pg/m for
FA, 2.5-25pg/mi for CA, and 20 pg/mi trans-cinnamic acid as |5 was
used. Additionally, DiFAs were quantified sz FA-Eq since no pure
substances were available. All sampie dilutions were prepared in
methanol/formic acid (9.9/0.1; v/v). Quantification was performed
using HPLC-DAD (Appendix 51: Supplement Material A}

HPLC conditions were as follows: Synergi 4 pm polar RP BOA
column (250 mm % 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, California, USAL
solvent system: A 0.1% formic acid and B acetonitrile; gradient pro-
file:from 15 t0 25.1% B ower 7 min, isocratic 25.1% B for 4 min, from
251 to 34 5% B over 30min, from 34.5 to 8% B within 0.1 min,
isocretic 8% B for 8 min, from 98 to 15% B within 0.1 min, and

re-equilibration for 12min; flow rate: B00pl/min; injection volume:
20pl, membrane filtered {045 pm) prior injection; column oven: 35°C;
detection wavelength: 300nm (reference wavelangth 440nm}; and
extracts were measured at concentrations of 250-1000 pg/ml pre-
pared in methanol/formic acid {99.9/0.1; v/v).

Two independent extract solutionz were prepared and each
was infected two or three timas. LOD was determined for each as
0.7 pg/ml and LOGQ as 2.4 pg/m| for pCA and CA, end 2.6 pg/ml for
FA. The precision of the method was determined by inter- and intra-
day repetition experiments; the coefficients of variation were 1.4%
{pCA), 1.2% (FA), and 2.2% (CA) for intra-day, and 3.2% (pCA), 2.5%
(FAL and 2.4% (CA) for inter-day experiments. Matrix effects were
evaluated by indirect regression using spiking method. Within both
extrect groups fHFk a2nd HE) no significant matrix effect was ob-
served for the three investigated hydroxycinnamic acids. Detailed
information on the methed validation can be found in Section 2.9.
Results were multiplfied with & substance-specific CF, which was
obtained from the slope of a regression line obtsined by plotting
concentration (pCA, FA, and CA}xarea (I5] on the y-axis vs. con-
centration (I5)x area (pCA; FA; CA) on the x-axis. Experiments wers
performed twice, each comprizsing three injections. Specific CFs
were calculated as follows: pCA 0.B73; FA 1.301; and CA 1.211.
Diue to the lack of availability of pure substances, no CFs for DiFAs
could be calculated.

2.8 | Statistical analysis

Resultz for guantification were presented s means and S0 of
two independent sxperiments, each analyzed in duplicate/trip-
licate. Statistical analyses were performed with Origin 2019G
{OriginLeb, Morthampten, W5SA} and Excel Office Professional Plus
2016 (Microsoft, Redmend, USA). Data were checked for normality
{Anderson Darling test} and homogeneity of variance (Fisher test).
Significant differences between and within extraction groups were
evaluated using & one-sample t-test (one sided) (Couallier, 2013;
Fahrmeir et al, 2014). Differences were considered zignificant at
p<.05; p<.01; and p< 001 lewsls.

Matrix effects within guantification methods were evaluated
using & two-sided t-test and checked for (a) differences between
internal standard responsze in extract matrix solution compared to
solvent solution (for hordatine quantification) or (b) significant dif-
ferences batween experimental determined b-value, an indicator for
multiplicative systemic errors achieved by indirect regression (see
Section 2.9 for hydroxycinnamic acids quantification) and theoret-

ical b-value of 0.

29 | Method validation

Calibration curves were checked for normality {David test) and cut-
liers (Malimowv test). The working range of standard substances as

well as the 15 wes examined for linearity. The method sensitivity was
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assessed by determination of LOD and LOQ of each compound by
a calibration approach. Five concentrations (hydroxycinnamic acid
quantification: 0.25-5.0 pg/ml for pCA; 0.25-2.5 pg/ml for CA and
FA; and hordatine quantification: 0.25-2.5 pg/mi for pCA] including
& blank were prepared in duplicate and ansfyzed. LOD was calcu-
lated &z follows:

Sy &
Ay = 3.8% #,111+
e " Il (-

wihere xop is the LOD, 5, is the 5D of residuals, b is the slope of the
calibration curve, ¥ is the mean cafibration level, and x; is the content
value of the analyte at cafibration level L LOQ was calculated as 3.3
times LOD (Eurcpean Commission; Joint Research Centre, 2016
Precision was evaluated by an inter- and intra-day repetition method.
Intra-day repeatability was assessed by five replicate analyses of one
standard concentration; and inter-day reproducibility was obtained by
analyzis of one concentration level of the analyte for Sdays in a row.
Mean and 50 of each experiment were determined, and the coeffi-
cient of variance was caloulated.

Matrix effects were ewvaluated by two methods. For horda-
tine guantification, 8 comparison of internsl standard (20 pg/mi
3 4-dimethoxycinnamic acid) response in extract matrix and solvent
matrix (0.1% formic acid in mathancl) wes parformed. Mesan values of
all measurements {n = 2; triplicates; each replicate: AUC mean valus
of seven extracts and six pCA calibration sclutions) were analyzed
with regard to their deviation (%). Matrix effects within hydroxy-
cinnamic acids' quantification was evaluated by indirect regression
method using spiking {Wellmitz & Gluschke, 2004). Three different
concentratiens of FA, pCA, and CA (for HE extract] were each added
to one HA extract (1000 pg/ml) and one HE extract (250pg/ml) as
follows: for HA extract pCA: 5. 7.5, and 20pg/ml; FA: 10, 17.5, and
A0 pg/ml; for HE extract: pCA: 20, 25, and 35pg/mk FA: 50, 75, and
100 pgs/mi; and CA: 2.5, 5. and 7.5 pg/ml. Each extract was analyzed
spiked as well 85 unzpiked and each reference spiking solution was
also analyzred in pure solvent. Criteria for matrix effects is the b-

value which was calculated as foflows:

where Ky= AUC of spiked extract, M= AUC of unspiked extract, and
x = AUC of reference spiking solution. Mean b-values were calculated
{n = 2; duplicates; each replicate includes three spiking levels of each
reference substance) and snalyzed for significant differences to theo-
retical b-value of 0.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

B5G ewxtractz were prepared by three different extraction pre-
cesses as previously described (ses Saction 2.2, Becker et al, 2021,

Food sceves & s Ay pry | 3

resulting in three extract groups (HA, HE, and &; Table 1) A1 meth-
ods applied have previously been used to extract polyphenols from
BSG. Meneses et al. found 60% acetone to be the most effective
solvent among various aqueous, organic, solvent mixtures regerding
the total phenolic content of the generated BSG extracts (Meneses
et al, 2013). Thus, it was used to generate A1-A7 extracts. Besides
enzymatic treatment, alkaline hydrolysis represents the method of
choice for the sxtraction of hydroxycinnamic acids from plant ma-
terial, whereby concentrations ranging from 1 to 4 M MaOH are
normally used (Hernanz et al, 2001; Jay et al., 2008). Ester-linked
hydroxycinnamic acids and also sugars can be refeased by MaOH and
are therefore found in the agueous extracts from alkaline hydroly-
sis. Hence, ethyl acetate extraction was used to efiminate liberated
carbohydrates from the raw extracts leading to HE1-HES extracts.
Furthermore, & second extraction step with 0% acetone was per-
formed using the solid residue of the hydrolysis to ensure that all
hydroxycinnamic acids were extracted and HAL-HA3 extracts were
generated. Additionally, all three extract groups were purified and
secondary metabelites were concentrated using SPE with ClBec
material (Michalkiewicz et al_, 2008). HPLC-MS/MS analysis showed
that the extracts strongly differed regarding their main compounds:
Al1-AT extracts contzined some polyphenals but were mainly rich in
hordatines. HE1-HES extracts were rich in not onby hydroxycinnamic
ecids, which were relessed from cell wall arabinoxylans by alkaline
treatment, az described in the literature {Stefanello 2t al., 2018), but
alzo trihydroxy oxylipins were detected. HA1-HAZ extracts were
generated to enzure almost complete extraction of hydroxycinnamic
ecids. In general, similar compounds as in HE extracts were identi-
fied in HA extracts, namely hydroxycinnamic acids and trihydroxy

oxylipins, although the amounts were much lower.

31 |
MS/MS5

Compound identification in extracts by HPLC-

Extracts were analyzed by HPLC-UW-ESI-M5/M5 using two differ-
ent systems but the same HPLC method; specific M5 parameters are
shown in the results (Figura 1). For each extract group (A, HE and
HAJ, 8 HPLC-DAD chromatogram recorded at 300nm is presented
in Table 2-4. In general, chromatograms within one extract group
wearne very similar to each other and independent of the B5G batch
recorded.

Tahles 2-4 present the mass spectral data of compounds iden-
tified in the respective extracts by HPLC-ESI-MS5/ME. Some signals
were tentatively identified as hordatines (signal 2-4 in Figurs 1s)
or DiFAs and oxylipins (signals 6-11 in Figure 1b and signal 6-17
in Figure 1c) but will not be presented within this section since the
methods had to be optimized in terms of chrometographic sepa-
ration. All results regarding those compounds will be discussed in
Sections 3.2 and 3.3. |dentification was based on comparizon of
MS [parent ion) and MS/MS (fragment ion) data and the retention
time () with those of commercially available standards or published

83
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DRIV}

CEfV)

{min)

I

: {nk anly precursor ion detected in MS/MS mode; =: compound not detected); fragment ions listed in order of decreasing intensity

TABLE 3 |dentification of compounds in BSG HA extracts by HPLC-ESI-MS/MS and HPLC-ES|-MS [negative and positive mode, &;: retention time, DP: declustering potential, CE: collision
Poak

energy; K: compound cont ai

MAHI™ [M-HF miz) my2)

HA extracts

HA3

HAZ

HA1

100

20
=20

| 5%, 99, 157,175, &9
20

83,101, 1
4711

192*

2.9

Mot Kentified
Mot identified
1 foverlaid signall Mot identified

Mo UV signal

100

161
161
1469
173

{x}

100

139, 121, 199, 97

199

100

173.111,155. 83

173®

Suberic acid

100

20

83,139.121.197, 123

215"

Mot identified

194

(%}

=100

125, 187, 169, 97 =20

187"
163"

196

Azedaic add
pCA

Ma UV dgnal

=100

~100

=20

119.117. 73, 163

134, 178

193

=20

193"

206

FA

DiFA and TriFA see Section 3.3

6=11

M+HI
BIM-HI

Food Sc & Nuitritior r-_;v‘T-_WILEY_J_?

deta if no standard was available. Besides polyphenclic compounds,
such as hydroxycinmamic acids, hordatines and catechin, tryptophan,
phospholipids, and dicarboxylic acids were identified.

Some A extracts (A1, A2, A4, and AS] showed the presence of
tryptophan (not visible in chromatogram recorded st 300nm but
at 280nm, data not shown), an essential amino acid, which was
werified using a reference substance. It has already been reported
to be present in BSG (Essien & Udotong, 2010, but was not found
in extracts from BSG 3 (A3, Aé, and A7) This could be due to dif-
ferent storage times since microorganisms can degrade amino
acids. Besides hordatines (see Section 3.2}, coumaroyl hydroxy-
sgmatine, a8 monomeric precursor of hordatines, was identified by
mean of its fragmentation pattern (von Ropenack et al.. 1998). It
was not observed in the Al, A3, and A& extracts, which was not
surprising for extract Al as it was produced from B5G composed
of 50% wheat/50% barley grain malt, and hordatines are known
to be largely barley-specific compounds. Extracts from B5G3 did
not contain the herdatine precursor except in previously defatted
semples (A7) Thiz might be for two reasons. It is possible that the
hordatine precursor was concentrated by the defatting process, or
the defatting procedure may have caused modifications of the con-
tained components. Catechin derivatives, such as [4)-catechin and
procyanidin B, were detected in some extracts, mainly from B5G 2
{82, A4, and A5), and weare verified by using a reference substance.
Catechins have previously been detected in BSG. Procyanidin di-
mers {m/z 577} and catechin (m/z 289) were observed recently in
BSG extracts from acetone-water liquid-liquid extraction (LLE)
{Martin-Garcia et al., 201%). Both are already reported to be potent
inhibitors of a-glucosidase (Erdunlich et al., 2013; You et al., 2011),
indicating that they might contribute to the A extracts inhibitory
effects detected inour previous study (Beckeretal., 2021). Besides
the phenolic compounds, three lysophosphatidylethanolamines
{LPEs} Im/z 478 and m/z 454} were detected by their character-
istic fragments of m/z 337 and 313 resulting from a loss of m/z of
141 (Fang & Barcelona, 1998). Phospholipids accountad for around
2.1% in lipid fractions of BSG, which corresponded to around 113
of the total {Niemi et al_, 2012)_ Mo single phospholipids have been
reported to be present in spent grains so far. Regarding the dif-
ferent BSG batches, no clear correlation was cbserved, and phos-
pholipids were detected in all batches under study. However, &
recently publizhed study demonstrated that phospholipids in milk
thistle oil inhibit a-glucosidase (Harrabi et al, 2021). Therefore,
they might also be important regarding the enzyme-inhibition by
the A extracts found in cur last study (Becker et al., 2021). Further
compounds were detected but could not be identified; most of
them eluted in 2 similar region as the LPEs, indicating relatively
high lipophilicity. Additionally, most of them (m/z 348, 367, and
365} were observed in up to three isomeric forms. Compounds &
and 7 only differed by 2 Da, which could indicate that compound &
was the saturated form of compeund 7. Also, both showed similar
fragments corresponding to two times loss of 18 Da, which was
probably due to the loss of water. A summary of all identified com-

pounds in A extracts iz shown in Table 2.
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retention time, DP: declustering potential, CE: collision F
=
r
m
g

=1 compound not detected); fragment ions listed in order of decreasing intensity

TABLE 4 |dentification of compounds in BSG HE extracts by HPLC-ESI-M5/MS and HPLC-ESI-MS (negative ionization mode, b

[M-HI {m/2)  Fragments (m/7)

ained; (x: only precursar ion detected in MS/MS mode
Compound {tentative identification)

¥: compound cont

energy

DR (V). Extracts

CE (&)

ty Imin)

Peak

HE extracts

HE#

HEZ

HE3

HE1

=20

135, 179, 153

179

167
178

CA (probably &s- and frons-isomer)

ix)

i)
=20

173,111, 155,83

173

169
181 am
i

Suberic ack

1 foverkaid signal)

143, 327,283,119

Coumaric ackd dimer

~100

=20

119,117, 73, 163

9.3

pCA {probably cis- and trons-isomer)
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204
196

-100
~100

-100

=20
=20
=20

125,187, 169, 97

187

Azelaic acid

Mo UV signal

134, 178, 149, 193

193

Fa. {probahly trons-isomer)

134,178, 149, 193

193

21

FA {probably ds-isamer)

DiFAs and TriFAs, seeSection 3.3

6-17

Az expected from the HPLC chromatograms recorded at
300nm, HA extracts contained different compounds from A ex-
tracts (Table 3). The extraction process used to prepare the HA
extracts has not been reported in the literature until now. They
are best described as LLE [acetone) extracts from alkali pre-
treated BSG. It iz well known that alkaline hydrolysis of BSG re-
leases bound polyphenois, mainky hydroxycinnamic acids, which
form part of the cell wall structure s cross linkers (Stefansllo
et al., 2018). Thus, FA and pCA were observed in all three HA& ax-
tracts and wverified by using 3 refersnce substance. Besides the
monomeric hydroxycinnamic acids, precursor fons of DiFAs and
trihydroxy oxylipins were observed (full scan; m/z 100-1000; data
not shown) and analyzed further by tandem mass spectrometry
{see Sections 3.3.1. and 3.4). Moreover, two dicarboxylic acids,
i.e., suberic and azelaic acid, were identified by their fragmenta-
tion patterns and showed good agreement with the reference sub-
stance fragmentation and tp. Cereals and whole grains are known
to be 3 good source of carboxylic acids (Lohaus et al, 1983) and
have been detected in BSG. However, as noted for the & extracts,
some compounds remained unidentified.

HE extracts (Tabie 4] contained similar compounds to those in
HA extracts, but the signals for hydroxycinnamic acids were more
intense and isomeric forms of pCA and FA presenting the same frag-
mentation pattern were detected. Additionally, two isomers of CA
already detected in BSG (Mereira et al., 2013; Verni et al, 2020}
wers obzerved in all HE extracts. The isomers for FA, pCA, and CA
were tentatively azsigned as cis- and trans-isomers which can be
expected from fiterature {Catlipo et al., 2010} with the trans-isomer
being the main naturally occurring one. Moreover, a dimer of cou-
maric acid was identified by means of its fragmentation pattern
{‘Splnnla et al., 2008). As in HA extracts, DiFAs, dehydrotriferulic
acids (TriFAs), and exylipins were indicated in negative full scans
{myz: 100-1000Da; data not shown), and the results are discussed
in Sections 3.3 and 3.4.

3.2 | Characterization of A extracts:
Identification of phenolamides and
guantification of hordatines

The results of the initial LC-MS {MS5) experiments (see Section 2.1.)
showed that A extracts differed significantly from HA and HE
extracts regarding the main compounds, which were tentatively
identified as hordatines according to owr previously reported
study (Becker et al., 2022). In the frame of this work, 60% acetone
was used, as it was described in literature as among the most ap-
propriate solvents for the extraction of polyphenols (Meneses
etal., 2013). However, a similar solvent |75% acetone| was also used
by Kohyama and Ono to isclate hordatines from barley (Kohyama
& One, 2013). Enhanced product fon scans were performed to
specify each hordatine structure and led to further phenolamides
being detected. Also, the total hordatine content as pCA-Eqg was
determined az lately reported by HPLC-DAD (Becker et al., 2022).
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FIGURE 1 HPLC-DAD chromatograms (A= 300m) of (3} AS (acetone extract of BSG 2, defatted), (b) HAZ (acetone extract of hydrolysis
residue of BSG 2), and {c) HEZ2 {ethyl acetate extract of alkaline hydrolysis of BSG 2) extract; numbering of signals, which were further

analyzed by M5/M5 experiments; data prezented in Tables 2 to 4

321 | I|dentification of phenolamides in extracts

Phenolamides are an important group of secondary plant metabo-
lites and are alzo known as hydroxycinnamic acid amides. Their
structure comprises at leazt two components: 8 phenofic moisty,
such as pCA, FA, CA, or sinapic acid, and amine part, such as dopa-
mine, tyramine, tryptamine, agmatine, or spermidine, linked to each
other by an amide bond. Ofigomeric structures and glycosylated
forms can also occur and were already reported many years sgo
for barley. Specific phenolamides, hordatines (Figure 2), which are
dimeric forms of hydroooycinnamoyl agmatines, were identified in
barley leaves [von Ropenack et al., 1998) in beer where they con-
tribute to astringency (Kageyama et al., 2011; Pihlava et al.. 2018)
and also in BSG (Becker et al, 2022), which demonstrates their high

nezt and enzyme stability. Furthermore, some hydrosycinnamaoyl

putrescines and spermidines were slready detected in barley beer
{Pihlava, 2014).

Phenolamide structures were clarified by enhanced product ion
scans and characteristic fragments according to our previously re-
ported results {Becker et al., 2022) and by means of published data.
HF’LC-ESIH;MSIMS chromatograms and corresponding Ms* spec-
tra of some selected hordatines can be found in the Appendix 51:
Supplement Material B.

The maost characteristic fragment ions for all hordatines are the
double-charged parent ion [M:+2HJI+ as well as the fragments re-
sulting from the agmatine moiety for hordstines A, B, and C, and their
glycosides {m/z 157 (CsHypM 0™, 131 {CoH N, Y 114 (CH N Y-
MHg). 98 {CcHy N, 0" — CHN,)L and 72 {CHy MY - CHoNG)) and
the hydrowylated agmatine moiety for hordatines A1, B1, C1 and A2,
B2, C2, as well as their glycosides (m/z 147 EC5H15N4G*J end 173
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hordatine R, Rz X1 Xz

A H H H H N
N.,-—-

B OCH, H H H X4 NH;

[ o OCH, OCH, H H

Al H H OH H

Bl OCH, H OH H R,

c1 OCH, OCH, OH H OH

A2 H H OH OH {

B2 OCH, H OH OH R,

c2 DCHi OCH H OH OH

FIGURE 2 Structures of hordatines found in BSG extracts; sl aglycons have been detected, monoglycosidic forms for hordatines A-C
and A1-C1, and diglycosidic forms for hordatines A-C; glycosylation [1-3 hexose units} occurs at the hydroxyl group pesition indicated by
the arrow; and sugar moiety: hexose (hex); numbering adapted from publishad data IK,ugeyElmE et al_, 2013: Pihlava, 2044)

{CsH1aM,0,7)L For glycosidically conjugated hordatines, & neutral
loss of 162u resulting from the foss of 8 hexose unitwas also specific.

Besides hordatines, monomeric hydroxycinnamic acid sgma-
tines, such as feruloylagmatine, 2 precursor of hordatineg B and C,
were detected. In contrast to the dimeric forms, namely the horda-
tines, only single-charged parent ions weare found. Characteristic
fragments resulted from cleavage of the amide bond and lozs of an
agmstine moiety to feruloyl {m/z 177) and coumaroyl moieties (m/z
147)

Similar fragmentation as for feruloylagmatine was also observed
for the spermidine conjugstes coumaroyl feruloyl spermidineg and
biz-coumaroyl spermidine. Loss of 2 polyamine moiety also resulted
in m/z 177 for the feruloyl and m/z 147 for the coumaroyl unit. Based
on the enhanced product ion scans, no infermation about the posi-
tion of the hydroxycinnamayl acid on spermidine could be obtained.

Az also seen within our last study (Becker et al, 2022), many dif-
ferent isomers (cis and trans, regio-isomer, or epimers of the hexose
unit) of 2ach hordatine can ocecur and may be found in the ex-
tracts whereby a summary of all phenolamides is shown in Table 5.
Regarding the aglycons, the isomers found within thiz study varied
slightly from our previous results. Ezpecially, the amount of doubls
mydroxylated hordatine isomers A2 to C2 was lower within the in-
wvestigated extracts compared to the isolated fractions in our previ-
ously reported study {Becker et al, 2022} This might be due to the
much more specified isolation process since the crude isolate which
would be comparable to the extracts investigated here (A1-A7) was
fractionated and thus hordafines were more concentrated in each
fraction. Therefore, it might be possible that some isomers are only
contained in very small amounts and have not been detected within
our extracts. When comparing the different isomers for glycosides,
similar differences can be found whereby for some hexosides le.g.,
hordatine € and C1 hexoside) more isomers were detected within
this study in each extract. Nevertheless, no hexosides of hordatines
A2 to C2 were observed in none of the extracts, too. Furthermaore,

the two processes to extract the hordatines varied and it cannot be

excluded that this might also lead to modifications of the original
hordatine structure.

Comparing the smount of hordstines present in the extracts and
taking into account the much higher measured concentrations for
extracts A1-A3, it is likely that extracts A4-A7 contained consider-
ably more different hordatine structures. This was an expected re-
sult for extract Al since hordatines are known to be barley-specific
compounds and Al was produced from mait originating from 50%
wheat.

Regarding the biosynthetic precursors of hordatines, similar
results were already observed in our previously reported study.
Both precursors were slso found in our hordatine-rich fractions
prepared from BSG (Becker et al., 2022). Also, differences between
the BSG batches were cbserved in the study presented here. M-
coumarcylagmatineg was only detected in B5G 2 extracts (A2, A4,
and AS). Also, N-feruloylagmatine isomers were more dominant in
extracts from B5G 2 since the second isomer as well as the glyoo-
sylated structure were only both seen in extracts AZ A4, and A5. In
addition to agmatine-containing phenolamides, two hydroxycinnam-
oyl spermidines were identified. Both were not observed or only in
small amounts in extracts from B5G 3 (A3, A6, and A7). Spermidine
conjugates have not been identified in B5G so far but were reported
to be present in barley [Pihlava, 2014).

322 | Total hordatine content of extracts

Total herdatine comtent in A extracts was determined as pCA-
Eq as previously described (Becker et al., 2022) and ranged from
142405 to 172.2+2.1 pg pCA-Eg/mg extract. The amounts can
be considered an estimation of total hordatines in BSG extract due
to slight matrix effects and calculation as equivalents. However, sig-
nificant differences between the extracts were obsarved (Figure 3).
Extract Al, originating from mal with around 50% wheat content,
had a significantly lower total hordatine content than all the other
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404

Tatal hordatines [y pCA-Equ.fmg extract]

A1 A2 A4 A A3 AB AT
Extracts

FIGURE 3 Total hordatine content in A extracts (acetone
extraction) expressed as pg p-coumaric acid equivalents (pCA-
Eql/mg extract. Values are expressed as means + 5D of two
independent extract solutions each injacted three times. Significant
differences between different B5G samples and extraction
processes were analyzed: *p< 05; ""p< 01; **"p< 001

A extracts |p< 001, 01, and 05), which was expected since hor-
datines originate from barley. Additicnally, differences between ex-
traction proceszes ﬂsee Saction 2.2) were observed. Hence, A4 and
Ad from process 3 contained significantly more hordatines than the
corresponding A2 and A3 extracts from process 1 (p< 001, .05).
Previous defatting of the rew material (A5 and A7) resulted in higher
hordatine content compared to nondefatted zamples (A4 and A4),
which was significant for A& and A7 (p<_001). To compare our find-
ings with fiterature dats, we calculated the yield-related hordatine
content showing the hordatine content in BSG dw I:A.ppendi:: 51:
Supplement Material B}, which should be treated with caution due
to the last SPE purification step (Backer et al., 2021). Those BSG-
related values showed similar dependencies between the different
BSG batches and extraction processes. Defatted BSG extracts (AS
and A7) had higher total hordatine contents than the correspend-
ing nondefatted extracts (A4 and As). Extract Al, from 50% wheat
share, had the lowest content. The differences between extractions
1 and 2 were not so pronounced.

Quantitative data of hordatines content are relatively limited.
The total hordatine content determined as pCA-Eq was only re-
ported for beer by the group of Pihlava et al. [Pihlava et al, 2016)
and in our previous study for hordatine-rich fractions prepared from
BSG (Becker et al, 2022). Total hordatines content in beer showed an
average value of around 5.5+ 2.1 mg pCA-Eg/L with maximum valus
of around 18.7 mg pCA-Eq/L [Fihlave et al,, 2016). These values re-
vesled that the relatively high amounts of hordatines present in malt
were tranzferred to wort, and thereafter to the final product beer.
However, our previous results demonstrated that hordatines also
remained in BSG in high amounts of around 40pg pCA-Eq /g BS dw.
This was cenfirmed within our study presented here, where total hor-
datine contents of 242 to 1550pg pCA-Eq/g BSG dw {Appendix 51:
Supplement Material B} were determined, This was even higher than

the amounts found in our previously reported study and also than

the content observed in beer. Howewver, the main target of the analy-
sis was the identification of bioactive compounds within the BSG ax-
tracts. Extracts A2-AT7 showed strong inhibitory activities towards
a-glucosidase (Becker et al., 2021) and hordatines accounted for &
relevant part of the A extracts with up to 17% [extract A7) Our pre-
wious reported study demeonstrated that the hordatines contribute
to the enzyme-inhibition but the specific active hordatine structure
could not be identified. Mevertheless, cur findings also indicate &
correlation between hordatine content and bioactivity. Howewver, a
reference substance iz needed for quantification in order to obtain
unambiguous conclusions about the hordatine amounts. Also, & vali-
dation of the extraction process including repetition and determina-
tion of the recovery rates within the SPEs could be performed with &
reference substance. Without this evaluation, the calculations of the

smount contained in B5G remain merely an estimation.

3.3 | Characterization of HE and HA extracts:
Quantification of hydroxycinnamic acids and
structural elucidation of ferulic acid oligomers (FAO)

The results of the initial HPLC-MS(/MS5) experiments [see
Section 3.1) showed that HA and HE extracts differed significanthy
from A extracts regarding some of the main compounds tentatively
identified as FAOs, which were not ocbserved in A extracts. Since
they are mainly part of the cell wall structure they have to be re-
leazed chemically or enzymatically whereby in the frame of this
work alkaline hydrolysis was used. Compared to studies focusing on
isolation of FAO (Hernanz et al., 2001; Pedersen et al., 2015). the
MaOH concentration was relatively high (4 M), probably leading to
higher amounts of monomeric FA than DiFAs. M5/MS experiments
were performed to clarify the different structures of FAOs, but only
CiFAs could be identified. Furthermore, hydroxycinnamic acids were
quantified, whereby the amount of DiFAs was determined as FA-Eq

due to the lack of available reference substances.

331 | Structural elucidation of ferulic acid
dehydrodimers (DiFAs) by mass spectrometry
{HF"LC-ESI,M,J;-J".JI.‘SJIr MS)

DiFAs in HA and HE extracts were characterized using tandem mass
spectrometry in the negative ionization mode. Characteristic frag-
ment ions and the typical fragment distribution were used to de-
termine the structures of each isomer by means of published data
{Callipo et al., 2010). Altogether, a total of 10 DiFAs were identified
wihereby 2 were only present in low amounts or coeluted with more
intense DiFA signals {Appendix 51: Fig. in Supplement Material CL
TriFAS, as indicated by the full scans from the first M5 experiments
{see Section 3.1.), could not be identified by tandem mass spectrom-
etry due to low intensities.

A summary of all DiFAs, their tentative structures according to

literature data, and characteristic fragment ions are summarized in
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Table 4. In general, most isomers were found in HE4-HES extracts,
followed by HE1-HE3 and HA1-HA3 extracts. All DiFA structures
could clearly be distinguished by their specific fragment ions, peak
intenzities, and comparison with reference data from the [ftera-
ture. The elution order in RP-HPLC was similar to that published
by Callipo et al. who analyzed DiFAs in cereals after liberation from
the cell wall structure with slight differences (Callipo et al, 2010):
B-8'-aryltetralin  <8-8'<8-5'«5-5"<8-0-4' form isomers
(Figure 4).

For each structure, different diasterecisomers could be ob-
zerved, e.g.. 8-8"-DiFA and B-0-4"-DiFA, where two or rather four
isomers were detected. n general, trans-trans-isomers were ex-
pected to be the most abundant naturafly occcurring isomers, fol-
lowed by trans-cis and cis-cis-isomers. Isomers in cyclic form may be
present in the more stable anti or syn form.

Many signals appeared to be unspecific as they were detect-
able for nearly every DiFA structure {m/z 385), such as m/z 341
(loss of COy), 324 (loss of CO, and CHy), 311 (lozs of CO, and
CH,0), 297 (loss of 2x CO4), 282 (loss of 2wC0, and CHy), and 267
{fozs of 2x CO; and CH;O). However, each subgroup of DiFAs also
showed specific fragmentation patterns, as already reported in
detail before (Callipo et al., 2010} and dezcribed here in brief. The
8-8"-aryitetralin isomer (108 min; Appendix 51: Fig. Supplement
C (1)) showed specific signals at m/z 217, 173, 158, 123, and 108,
respectively. Linear B-8' isomers were found in two forms {eluting
at 11.4 and 14.7 min, Appendix 51: Fig. Supplement C {2}, (4)). The
earlier eluting isomer was more abundant and therefore expacted
to be the trans-trans-isomer. Diagnostic signals of m/z 173, 139,
and 145 were ascribed to cyclic fragments that can only be gener-
ated due to the conjugated structure between two aromatic rings.
The 8-5" and 5-5"-isomers were mere difficult to distinguish. One
difference was the loss of water of the decarboxylated fragment
ion myz 341 for B-5-DiFA (Appendix 51: Fig. Supplement C {3]),
leading to a phenclic lactone of m/z 323, which was found for
the signal at 13.% min and slightly also for the signal at 184 min
(Appendix 51: Fig. Supplement C {5)), tentatively assigning them
the transz-trans- and cis-trans-8-5"-DiFA according to literature data
(Callipo et al., 2010). The 5-53"-0iFA (Appendix 51: Fig. supplement
C, [6)) was characterized by s very stable parent ion as well as
loss of 50 and 76Da, giving rise to fragments of m/r 281 and 245,
which was observed for the signal at 23.4 min. Additionally, it was
confirmed using & reference substance (friendly provided by Prof.
Dr. Mirko Bunzel, KIT). Since the anti configuration iz the most
ztable and the trans configuration the naturally occurring one, the
isomer found was considered to be the onii-trans-isomer. All re-
maining signals (26.5, 28.5, 30.2, and 32.5 min; Appendix 51: Fig.
Supplement C (7}-(10}) showed similar signals at m/z 193, 178, 149,
and 134, correspending to the typical fragmentation of FA due to
the less stable C-0 bond compared to C-C bonds. Four isomers
were observed which were tentatively assigned as trans-trans-,
trans-cis, cis-trans-, and cis-cis-isomers of B-0-4"-DiFAs, whereby
the main isomer was also verified using & reference substance
(Prof. Dr- Bunzel, KIT)

oot S ST WLV

332 | Quantification of hydroxycinnamic acids
Hydrowycinnamic acid derivatives were guantified in HA and HE ex-
tracts by HPLC-DAD. DiFAs were quantified as FA-Eq and no CF
could be calculated. Thus, the results, siready expressed as equiva-
lents, were considered to be an eztimation. However, differences
betwesn the B5G batches and extraction groups could be evaluated.
All extracts contained relatively high amounts of hydroxycinnamic
ecid derivatives. HA extracts showed significently lower contents
{p<.001) than HE extracts for all four groups—CA, pCA, FA, and
DiFAs—with the exception of CA in HES. whose content was below
the LOQ (Figure 5). Altogether, the hydroxycinnamic acid content
accounted to sround 3% of the total HA extract and up to 48% of
the total HE extract. Regarding cur main goal of the study, the iden-
tification of active compounds especially the large percentage in
the HE extracts is interesting. The HE extracts investigated showed
inhibitory activity toward glycogen phosphorylase & (GPa) and o
glucosidase (Backer et al., 2021). Hydroxycinnamic acids such as F&
and DiFAs are reported to be potent inhibitors of different enzymes
of the glucose metsbolism (Adisakwattana, 2017; Narasimhan
etal, 2015; Ye et al, 2022] Thus, their contribution to the enzyme-
inhibition detected in our study (Becker et al, 2021] is likely. The
huge difference between the hydroxycinnamic acid contents in HA
compared to HE extracts was expected since HA extracts were pre-
pared from the residue of alkaline hydrolysis with the latter serving
to preduce the HE extracts; i.e, huge amounts of hydroxycinnamic
acids were already extracted during the alkaling hydrolysiz (HE ax-
tracts) whereby only the remaining hydroxycinnamic acids in the
residue were extracted with acetone (HA extracts)

For all extracts, the contents could be ranked as follows:
FA>pCA>DiFA>CA; data presented in Table 7. Similar results
for BEG extracts from alkaline hydrolysis have already been re-
ported. Stefanello et al. detected around 103mg pCA/100g B5SG
and twice the amount of trans-FA (Stefanello et al., 2048); Alonso-
Riafio et al. (2020) determinad FA contents of 1305pg/g BSG and
538pg pCA/g BSG; and Birzan et al. reported contents of 845pg
FA/g BSG and 387 pg pCA/g BSG but anly 0.33pg CA/g BSG {Birsan
etal, 201%9). However, their extraction processes were similar to the
process used for the HE extracts, i.e., purification by LLE using ethyl
scetate (Backer etal, 2021) Birsan &t al. likewise reported a FA con-
tent about twice as high as that of pCA in BSG dw. In our study,
the FA content was sround three- to fourfold higher than the pCA
amount in the HE and HA extracts (around 10-fold higher for HE1)
However, the CA content in HE extracts was much higher than that
reported by Birsan et al. Al quantitative results reported in the lit-
erature used for comparison were provided in mg/g B5G. Therefore,
to compare the amounts cbserved in our study, we calculated the
hydroxycinnamic acid derivative amount in BSG dw in relation to ex-
tract yield that had previously been published (Becker et al., 2021},
It should be mentioned that these calculations only provided an esti-
mation since many purification steps [SPE and LLE) were performed
without determination of recovery rates. As the extraction was only

performed once, no validation was available. Yield-related amounts
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TABLE & DiFAs found in HA1-HA3 and HE1-HES extracts tentatively identified; x- contained and fragmentation sufficient, (xk
insufficient fragmentation due to low concentration, partizlly only unspecific fragment ions or signals in TIC detected, -: not detected;
characteristic fragments are shown in bold; fragment ions listed in order of decreasing intensity; related HPLC-MS5/M5-chromatogram can

be found in the supplements (Appendix 51: Supplement Material C)

Assumed S_tllu.:.:ﬂl e
of DiFA tgimin)  [M-HF  Main fragments (m/z)
8-8"Aryttetrafin 108 3852 341 282, 267, 173, 326,
CHFA, 123,217 297,203, 158,
108, 311, 237
trans-trans-8-8- 114 3852 159,123,173 281 145,
DiFA 2567, 341, 108, 91, 297
trons-frans-8-3-DiFA 139 3852 282, 267,341, 325, 323,
311, 308, 385, 239
trans-cis-8-8-DiFA 147 3852 282,159,123, 257, 281,
297, 326, 145, 108, 341
trans-cis-8-5-DiFA 184 3852 341, 247, 282, 325, 311,
297,249 239, 323
trans-trans-5-3-DiFA 236 3852 385°% 282 341 281, 3:'2:5.
267, 370, 265, 253, 235,
239 309, 297,293, 311
8-0-4-DiFA 26.5 3852 193,178, 149, 134, 341,
282, 267 385
8-0-4-DiFA 28.3 3852 193,178, 134, 311, 282,
326,385, 149
8-0-4-0iFa 302 3852 193,178, 134 149 385
8-0-4"-06FA J2.5 3852 193,178, 149 385
*ery high stability of parent ion.

m (2} {31

Extracts
HA HE

x x x ® x % x x x
x % X % % P x x x
x ® X % " ® x X x
- - - x * x x {x) ¥
- H . % % x x X X
x ® X X % b X x x
x x X x % P x ® X
= - fx) {ax) (=) x % % x
(=) = - () [E4] x % ® x
- < = - - [} ® - x)

HO HH,D OH 0. .OH
/ e I
.ﬂ|
OH -{_f Dr o~
A i |
I WO, | o A
g -UI.- HO. -~ o
J/”“-l o.m,k\’,h o
| g i
HO™ O OH
(4 (5) (B}

FIGURE 4 Structures of principal ferulic acid dehydrodimers (DiFAs); trivial names are as follows: [1) 8-8"-aryltetralin, (2) 8-8", (3) 8-5', {4}
5-5", [5) B-5"cyclic/benzofuran, and (&) 8-0-4" [Callipo et al, 2010; Garcia-Conesa et al., 1997)

were 55 follows: for HE extracts: 1251.546.9-3283.24+ 198 pg FASg
B5G, 3387 +194-970.1+63.1 pg pCA/g BSG, n.d. -366.6+ 154 pg
CA/fg BSG, and 254.5+6.8-507.8+251 pug FA-Eq/f g BSG; for HA
extracts. 5433+ 93.7-673.64+416 pg FASg BSG, 176.0+8.4-
260.4+8.5 pg pCA/g BSG, end 65.6+4.2-90.3+8.6 pg FA-Eq/g
B5G. The hydroxycinnamic acid content observed not only in our
HE extracts but also in our HA extracts produced from the alkaline
hrydrofysis residue was much higher or at least in a comparable range
than reported values, which may be due to the SPE used for purifi-

cation and concentration of polyphenols.

Regarding FADQ guantification, Verni et al. recently reported
amounts in B5G (Verni et al.. 2020). They distinguished between
free and bound polyphenols by using LLE with orgenic zolvents as
the first extraction step and alkaline hydrolysis as the second step.
Hydroxycinnamic acids were not detected in extracts from LLE,
except for some dihydrohydrexycinnamic acids. High amounts of
hydrexycinmamic acids were chserved in extracts after alkaline hy-
drolysis. e, 53mg/ kg FA, 312 mg/ kg isoferulic acid, 41 mg/kg pCA,
35mgikg CA, 568mg kg DiFAs, 450mg/kg tetrameric FA, and
B7 mg/kg TriFA. The amounts of monomeric hydroxycinnamic acids
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determined by VWerni et al. were much lower than those detected
in our HE and HA extracts, except CA, which was not observed
in HA extracts. Howewer, the DiFA content was significantly lower
in HA extracts and about half the amount up to the same value
in HE extracts. We did not find any trimeric or tetrameric FA in
detectable amounts. This might be due to zlight differences in the
extraction processes. Firstly, 4 M NaOH was uszed for the prepara-
tion of HE and HA extracts, whereas Verni et al. (2020) used 2 N
MaOH. A higher concentration of alkali might resuit in higher hydro-
Iysiz rates of the cell wall structure. and therefore higher amounts
of monomeric inztead of ofigomeric structuresz. Furthermore, about
20years ago, Hernanz et al. quantified hydroxycinnamic acids in
B5G whereby DiFAs were analyzed as single isomers using syn-
thesized reference substances instead of guantification as FA-Eq
{Hernanz et al., 2001). They found 565 to 794 pug/g BSG pCA, 1860
to 1948 pgfg BSG FA, 11% to 171pg/s BSG 8-5" DiFA open form,
150 to 160 pg/g BSG 5-5" DiFA, 443 to 53256 pg/g BSG B-0O-4"-0iFA,

-] Farulle acld duhydrodimars|

z e EECamscasd

£ 500 . | | £ pcoummane acia

o | 'ﬁﬂrh&uqﬂl
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5 400 ﬁ
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=
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Extracts

FIGURE 5 Hydroxycinnamic acid derivatives (CA, pCA, FA, and
DiFA) in HA and HE extracts expressad as pg hydroxycinnamic
acids/mg extract. Values are expressed a5 means £50 of two
independent extract solutions each injected twao to four fimes.
Significant differences between different B5G zamples and
different extraction processes were analyzed: "*“p< 001, Only
significant differances between HE and HA extracts are shown in
the Figure

TABLE 7 Hydroxycinnamic acid

—-WILEY-Z

and 181 to 232 pg/g B5G 8-5"-DiFA benzofuran form, depending
on the malt used for brewing. Their determined contents are much
higher than observed by Verni =t al. as well a5 our results, which
might be due to the higher alkaline concentration and differences in
the gquantification method used.

Some differences were observed between the different BSG
batches. Among the HA extracts, no major differences betwesn
the BSG batches were detected. However, thisz was not the case
for HE extracts. Extracts from B5G3 (HE2 and HES} showed sig-
nificantly {p<_001 and p< .01) lower FA contents than alf other HE
extracts. This also applied to the pCA contents {p< .001), except
HE1L, which showed reiatively low pCA content. The HESG extract
produced from defatted B5G3 displayed the highest amounts of
all hydrexycinnamic scid derivatives within extracts HE3-HES,
indicating that the defatting process enhanced the extractability
of hydroxycinnamic acids. This effect was also observed for the
HA extracts. Furthermaore, the extraction process of HE1-HE3 ex-
tracts seemed to be more effective in extracting hydroxycinnamic
acids than the method used for HE4-HES& extracts, which were
seen in higher amounts for all menomeric hydroxycinnamic acid
contents in extracts from process 2. The main difference betwesan
the two extraction processes (Table 1) was the order of the two
steps. For HE4-HE&, the BSG raw materiel was directly treated
by alkaline hydrolysis, whereas for HELI-HEZ, the B5G was first
extracted with 0% scetone and the rezidue was used for alkaline
hydrolyzsis. A similar study was recently performed by ldeia et al.
{Ideia et &l 2020). However, in contrast to our results, they did
not find significantly higher FA content for the sacetone pretreated
samplies and concluded that acetone did not effectively release
FA from lignocellulosic material (Ideia et al., 2020} In cur study,
the different content of hydroxycinnamic acids might be due to
different volumes of NaOH used for the extraction. For extracts
HE4-HE#, a ratio of 10 ml NaOH/g BSG was used, whereas nearly
three times the amount of 27mil MaDH/g B5G was used for the
preparation of HE1-HE3 (Backer et al., 2021). This was to abtain
better performance in the follow-up LLE with ethy! acetate. The
influence of MaOH concentration on the extractability of FA and

pCA haz slready been investigated. Mussatto et al. demonstrated

i FAlug/mg PCA (pgimg CAfpg/mg DiFA (ng FA-Eq/mg.
ATy b W) | Swia®) | ewin®  susiaso
extract + 5D HAL 22.55+1.23 7044034 n.d. 2924038

HAZ 18114312 6.77+0.80 nd. 219+0014
HAZ 17.08+118 7381024 nad. 2.564081
HEL 37857 +41.02 42334243 18.99+0.81 31B2+0.85
HEZ 327404557 75.38+2746 19.56+0.3% 32234402
HE3 1564.16+-097 48.51+3.16 18.32+077 1713+194
HE4 2210014432 7133+210 14334608 35.50+0.32
HES FBI24+043 2558+141 <D0 19844075
HE& 314.80+56.83 ?4.85+15.06 18.35+155 5078+251

*n.d., not detected.
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i AT i A S A rtinan o ) el S L g, g g, £ e ) e i, ey (ST 1] e st sy S, s ey s ) g § £ | IR /S s o i s e st Y|



96

% | WiLEY-*

Ergebnisse und Diskussion

BECKER =7 4.

that reaction time, temperature, and concentration of MaOH influ-
enced the hydroxycinnamic acids content and found the highest
values for the maximum conditions of 2% MaOH (% w/v), $0min,
and 120%C (Mussatto exal., 2007 ).

3.4 | Identification of oxylipins in BSG extracts

Besides polyphenolic compounds, such as hydroxycinnamic acids
and hordatines, hydroxylated fatty acids were detected in all
extracts {HA, HE. and A} under study. Different isomers of tri-
hydroxyoctadecencic [TriHOME) and trihydroxyoctadecanoic
acid [TriHODA) were identified by HPLC-MS/MS by means of
published MS data (Bhunia et al, 2018; Martin-Arjol et al, 2010)
and partially available reference substances. All of them were [i-
noleic acid-derived oxylipins. Eight TriHOMEs and two TriHODAs
were found in total, with the TAHOME isomer at 28.3 min and the
TriHODA isomer at 28.9 min (&ppendix 51: Supplement Material
D) being the predominant structures in all extracts. It was re-
ported previously that only 4%-5% of malt lipids are released into
the wort and the majority of lipids remain in the B5G, where prob-
ably around 30% of the lipids are oxidized during mashing, which
might have generated the oxylipin: found in our studies (Anness
& Reud, 1985}

An overview of all oxylipins detected in each extract is pro-
vided in Table 8. In gemeral, most isomers of TriHOME were
found in HE extracts, followed by HA extracts, with the lowest
content in A extracts, where only the isomer at 27.53 min was
present. Furthermaore, TriHODA isomers were not identified in A
extracts (except in Al and Ad) but were identified in HA and HE
extracts. These findings indicate thet most of the oxylipins were
{a) released by alkaline hydrolysis, or (b) generated and modified
during the extraction process with alkaline solvent. It has already
been reported many years ago that TriHOMEs are present in beer
(Esterbauer & Schauenstein, 1977) and are produced during the
maiting and mashing process by lipoxygenase (LOX) reaction, re-
sulting in two isomers: (9, 10, 13)- and (%, 12, 13)-TriHOME, which
further represent eight diastereomers and eight snantiomers.
However, the enzyme-catalyzed reaction by barley LOX is highly
regio- and sterecselective, leading mainly to the formation of {95,
125, and 135)-TriHOME, which can be found in high amounts in
wort and beer. This isomer elutes at 27.5 min, corresponding to
the retention time of the isomer found mainly in A extracts. Even
if the signal intensities in A extracts were relatively low, the frag-
ment distribution was very similar. This indicates that residues of
the characteristic (#5, 125, 135)-TriHOME in beer were extracted
by 60% acetome, which was also used for the production of HA
extracts. However, (95, 125, 135)-TriHOME was rarely found in
HE extracts, whose main isomer corresponded to the retention
time of the standard (95, 105, 135}-TriHOME at 28.2 min. In gen-
eral, the TriHOME isomers differ in their fragment pattern, but it
was difficult to compare in the frame of our study because most

of the isomers cosluted. The large variety of isomers in HE and

HA extracts may be due to the zlkaline treatment. During the
enzyme-catalyzed reaction to form TriHOMEs, intermediate al-
lylic epoxy alcohels derived from ¥- and 13-hydroperoxides are
formed {Hamberg, 19%1), which can then be hydrolyzed by afkafi.
Thiz hydrolysis, in contrast to enzymatic cleavage, is not regio-
or stereoselective, and therefore different isomers can be pro-
duced. To distinguish between the TriIHOME isomers and to test
the abowes hypothesis, optimization of the method 15 necessary.
Methods to separate 16 different isomers have already been re-
ported (Fuchs et ai., 2018). To differentiste the TriHOME izomers
characteristic, fragment ions such as m/z 127, 129, and 1%% can
be considered and are specific for structural elements concerning
the number of hydroxy groups after the double bond. Martin-Arjol
et al. demonstrated that the fragment ion of m/z 127 is typical
for 9,10,13-TriHOME isomers [two hydroxy groups before double
bend) whereby m/z 129 is mainly observed for 2,12 13-TriHOME
isomers {two hydroxy groups after double bond) (Martin-Arjol
et al, 2010). Due to low-signal intensities, these fragments were
not detected for each isomer within our study but can be referred
to a5 an indication for at least all isomers.

With regard to our main goal, the identification of the active
compounds in our extracts, oxylipins, probably does not contribute
to the inhibition of the glucose meatabolism enzymes a-glucosidase
and GPx {Becker et al, 2021) since they were found in nearly all ex-
tracts including the nonactive HA extracts. However, Madeem et al.
reported an inhibition of w-glucosidase by extracts conteining tri-
hydrewy fatty acids (Madeem et al. 2020). Thersfore, our assump-
tion should be confirmed by quantification and isolation of cxylipins
foliowed by the inwvestigstion of pure substances in the enzyme-
inhibition assays.

4 | CONCLUSION

BSG extracts prepared by SLE with §0% scetone [A1-A7), SLE
with 80% acetone and alkaline hydrolysis of the respective resi-
due {HA1-HA3) or sikaline hydrolysis followed by LLE with ethyl
acetate (HEI-HES) from three BSG batches (Becker et al, 2021)
werne analyzed by HPLC-ESI-MS/MS. The main compounds were
identified and afterward quantified by HPLC-DAD in order to draw
conclusions on the active compounds in the extracts. In general,
extracts Al-A7 differed strongly from HAl-HA3 and HE1-HE&
extracts. Catechin, phenolamides, some phospholipids, and trypto-
phan were detected in extracts Al-AT, whereas hydrowycinnamic
acids, such as FA and pCA =5 well az DiFAz, were identified in HA
&end HE extracts. Furthermore, dicarbexyfic acids such as azelaic and
suberic acids were obzerved. Moreover, all extracts contained iso-
mers of TiHOME, which have only been reported before in beer
(Esterbauer & Scheuenstein, 1977 The oxidized forms of linoleic
scid were probably generated during mashing by enzymatic reac-
tions, which are likely to be regio- and sterecsefective. leading to at
least one isomer (Garbe et al,, 2005). A extracts only contained ona

TriHOME, whereas HA and HE extracts contained various isomers,
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which might be due to the alkaline treatment. For the first time,
oxylipins were identified in BSG. Alzso, the identification of phos-
pholipids has not been reported so far. Both lipidic compounds are
not wel studied regarding the inhibiting potential towsrd glucose
metabolizsm enzymes, but there are some recently published studies
{Harrabi et al., 2021; Madeem et al., 2020) indicating that the com-
poundsz might contribute to the bioactivity observed in our study
(Becker et al., 2021).

Extraction of hydrowycinnamic acids from B5G by alkaline treat-
ment is & well-eztablished method (Hernanz et al. 2001; Verni
et al., 2020). Our results are mostly comparabie to published data.
However, the content of DiFAs was lower and the amounis of mone-
meric structures higher in our extracts. This indicates that the usage
of more concentrated NaOH results in more extensive hydrolysis of
the dimeric structures. Differences between the compositions after
the use of different extraction methods were observed. HA extracts
|prepared by acetone extraction of the residue after alkaline hydro-
Iysis) had significantly lower amounts of hydroxycinnamic acids than
HE extracts [prepared from alkaline hydrolysis followed by ethyl ac-
etate extraction). This was expected since acetone was only used to
extract the hydrolysis residue and most of the liberated polyphenols
were already extracted by the NaOH solution. Hydroxycinnamic
acids are already well-known inhibitors of a-glucosidase and GPa
(Adisakwattana, 2017; Marasimhan et sl., 2015} and recently also
DiFAz were reported to be potent inhibitors of a-glucosidase {Ye
et al., 2022). Ezpecially for HE extracts, these compounds may be
relevant for the inhibition since they account for up to 48% of the
total extract. HA extracis did not inhibit the e-glucosidase, but GPa
(Becker et al, 2021). Howewver, HA extracts did not contain DiFAs
and only 3% of the total extract saccounted for hydroxycinnamic
acids. Thus, cur results gave strong evidence of these polyphenols
to be relevant for the inhibiting potential of the B5G extracts.

Besides hydrolytic extraction methods, SLE has often been used
for extraction of polyphenols from BSG with various extraction
solvents (Birsan et al, 201%; Bonificio-Lopes at al, 2020; Martin-
Garcia et al., 201%) and many phenolic compounds, such as catechin,
syringic, and sinapic acid, vanillin, and proanthocyanidins, have been
detected. Additionally, some phenclamides, such a5 hordatines and
spermidine conjugates, were ohserved for the first tima in B5G.
Altogether, 27 different phenclamide structures were identified,
including 2 hydroxycinnamoyl spermidines, 4 hydroxycinnamoyl ag-
matines, and 21 hordatines, such as hordatines A, B, and C (Pihlava
et al., 2018), hordatines A1, B1, and C1, as well as their glucosides
and the aglycones hordatines A2, BZ, and C2. Most hordatine
structures were found in up to six isomeric forms. Furthermore, ex-
traction process 3 (A4-A7) yielded more different hordatine isomers
compared to A1-A3 (from process 1, Table 1). This was expected for
Al since hordatines are barley specific, and B5G 1, used as the Al
raw material, originated from 30% wheat. Relatively high amounts
of up to 172 pg pCA-Eq/mg extract corresponding to 1550pg pCA--
Eq/g B5G dw were found, indicating B5G is a good source of phenol-
amides. Furthermaore, hordatines might contribute to the inhibitory

potential of A extracts on a-glucosidase which was also shown in

our recantly published study (Backer et al, 2022). However, the spe-
cific hordatine structure responsibie for enzyme-inhibition is still not
clear. Agsin, our results demonstrate the need for & reference sub-
stance for unambiguous quantitative data and investigation of pure
substances in the enzyme-inhibition assay.

All extracts contained varicus compounds and notable amounts
of different phenolic compounds. Alkaline hydrolysis resulted in hy-
droxycinnamic acid as the main compound (3% of the total HA ex-
tracts; up to 48% of the total HE extracts) and SLE with 60% scetona
mainly extracted phenolamides such as hordatines {up to 17% of the
total A extracts). Both compound classes were present in relatively
high amounts. The guantification of the total hordatine content as
well as the content of DiFAs has to be interpreted with caution as
the results were only semigquantitative owing to the lack of avail-
sble reference substances. However, differences in the amounts of
hordatines and hydroxycinnamic acids between the different B5G
batches and extraction methods could be seen as all extracts wers
analyzed in the same way. Thus, it was shown that extract A1 pro-
duced from B5G with 50% barley had the lowest hordatine content,
and extracts from BSG 3 contained less hydroxycinnamic acids than
BSG 1 and B5G 2 extracts. Mevertheless, for quantification, the
precision can be improved by using reference substances. Methods
to synthesize or isolate DiFAs have already baen reported |Bunzel
et al., 2004, 2008).

Mevertheless, our results provide good evidence of the bicactive
components in the extracts investigated [Becker et al, 2021) and en-
able targeted follow-up studies to be carried cut in the future. Thus,
hordatines seem to be refevant for a-glucosidase inhibition and hy-
droxycinnamic acids including the DiFAs should be focused on both
@-glucosidaze- and GPa-inhibition. Finally, the quantification should
be improved and the extraction process validated by the use of ref-
erence substances to gain precise information on the amounts of

bioactive compounds in BSG.
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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 BSG extract characterisation
wavelength detector; Agilent (section 2.3)
Technologies, Santa Clara, California, USA)
PE Sciex APl 2000 triple-quadrupole mass
spectrometer (SCIEX, Framingham,
Massachusetts, USA).
HPLC-MS 2 HPLC Agilent 1200 Series BSG extract characterisation
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) (section 2.3)
Sciex APl 3200 triple-quadrupole mass spectrometer structural elucidation of DiFA and
(SCIEX, Framingham, Massachusetts, USA) identification of
oxylipins
(section 2.5)
HPLC-MS 3 HPLC Agilent 1290 Infinity identification of phenolamides
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) (section 2.4)
QTRAP 5500 mass spectrometer
(SCIEX, Framingham, Massachusetts, USA)
HPLC-DAD HPLC Agilent 1200 Series with diode array-detector quantification of total hordatine

(DAD; Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA)

content (section 2.6)
and hydroxycinnamic acids
(section 2.7)

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

analysis method

MS-parameters

ESlpes-MS(/MS)-analysis of BSG extracts

(section 2.3)

CUR 10-20 psi

ion spray voltage 4700 V

nebuliser gas 30—40 psi

CAD gas 2 psi

heater gas 30—40 psi

T450°C

declustering potential (DP) 100 V

focusing potential (FP) 340 V

entrance potential (EP) 8-10.5V

collision cell entrance potential (CEP) 17.5-32V
cell exit potential (CXP) 50 V

collision energy (CE) 15-35 eV

ESlheg-MS(MS)-analysis of BSG extracts

(section 2.3)

CUR 10-20 psi

ion spray voltage -4500 V

nebuliser gas 30—40 psi

CAD gas 2—6 psi
heater gas 30-40 psi
T450°C

DP -26to -100 V
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FP -160to -340 V

EP-8to-11.5V

CEP -12to -38 eV

CXP-2to-15V

CE-20to-50V
ESl,0s-MS(MS)-analysis of phenolamides ion spray voltage 4700 V
(section 2.4) CUR 20 psi

nebuliser gas 30 psi

CAD gas -3 psi

heater gas 30 psi

temperature 450° C

DP 100V

collision energy spread (CES) 30

EP8V;

CEP40V

CE 3040 eV

LIT fill time 1 msec, dynamic

Q3 entry barrier 8 V

exit lens voltage (EXB) -158.88 to -133.54 V

auxiliary AC 0.14-0.91V

scan rate 1000 Da/s
ESlheg-MS(MS)-analysis of DiFAs and ion spray voltage —-4500 V
oxylipins (section 2.5) CUR 20 psi

nebuliser gas 30 psi

CAD gas 5-6 psi

heater gas 30 psi

T450° C

DP -45to -100V

EP-10to-10.5V

CEP-17t0-31.8V

CXP-2to-4V

CE-20to-35eV

Supplements B: HPLC-ESIp0-MS/MS chromatograms of different hordatines and quantitative results
of HPLC-DAD analysis
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Figure 5: HPLC-ESlpos-MS/MS chromatogram of bis-coumaroylspermidine (m/z 438, a) and corresponding MS?
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 pug pCA-Eq/ mg = SD or yield related in BSG dw as pg
pCA-Eq/g BSG dw + SD.

Extract Hordatines Hordatines (yield related)
[ug pCA-Eq/mg extract] + SD [ug pCA-Eq/g BSG]  SD

Al 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-ESI,eg-MS/MS chromatograms of extract HE4
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Figure 7: HPLC-ESlneg-MS/MS chromatogram of TriHOME isomers (m/z 329, a) and corresponding MS? spectrum
of signal at 28.3 min (b) in extract HE5; CE -30 eV, DP -100 V.
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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 gehdren zur Gruppe der Phenolamide. Sie wurden
bislang in Gerste [Nomura et al., 1999; Ropenack 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-Aq quantifiziert werden [Becker et al.,
2022b]. Ihre Biosynthese findet Giber den Phenylpropanoid- und den Polyamin-Syntheseweg
statt, wobei FA, pCA und Sinapinsaure als Hydroxyzimtsaure-Bausteine auftreten kénnen. So
ergibt sich eine strukturelle Vielfalt, welche Gber Hordatin A (2x pCA), B (1x pCA, 1xFA), C
(2xFA) und D (1xFA, 1x Sinapinsaure) sowie zusatzlich durch Modifikation des Agmatins liber
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 Héchstwerten von 18,7 mg pCA-Ag/L in Bier [Pihlava et al., 2016] iber
Hochstgehalte von 254 nmol Hordatin A und B/g Trockengewicht ungekeimter Gerste (139,7
ug/g berechnet als Hordatin A bzw. 147,5 ug/g berechnet als Hordatin B) [Kohyama und Ono,
2013]. Es ist bekannt, dass die Gehalte wahrend der Keimung zunehmen [Nomura et al., 1999],
was die Hypothese des Auftretens in BSG stltzt. lhre biologischen Wirkungen sind bislang
wenig erforscht. Sie wurden als antifungizid wirksam in der Gerstenpflanze [Ropenack et al.,
1998] sowie antioxidativ [Spreng und Hofmann, 2018] beschrieben. Basierend auf der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit detektierten Inhibition der a-Glucosidase und GPa 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 gegenliber a-Glucosidase und GPa untersucht und die Menge
enthaltener Hordatine semiquantitativ als pCA-Aq 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 praziseren Bestimmung der Ausbeute betrachtet. Die
Gesamtmenge des Isolates belief sich auf 21,5 mg, was ca. 14,8 mg/100 g BSG entsprache.
Dies ist aufgrund der umfangreichen Aufarbeitungsschritte als ungefdhre Anndhrung zu
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betrachten. Die im Anschluss durchgefiihrte 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 durchgefiihrten Studie anhand der Hauptfragmente [Becker et al., 2022b].
So flhrte die praparative Trennung mit einer RP-Sdule 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 zusatzlichen Methylgruppen bei Hordatin C, C1, C2 im
Vergleich zu Hordatin A, Al, A2 eluierten diese stets etwas spater als die Hordatine, welche
pCA statt FA enthielten. Insgesamt wurden 71 verschiedene Hordatine bzw. deren cis/trans-
und Regioisomere sowie die beiden monomeren Vorldaufer Feruloyl- und Coumaroylagmatin
nachgewiesen. Eine Auftrennung aller einzelnen Hordatine war aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit jedoch nicht méglich. Die semiquantitative Bestimmung der Hordatingehalte
ergab je nach Fraktion starke Unterschiede und lag zwischen 60,7 + 3,1 bis 259,6 + 6,1 ug pCA-
Ag/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 Bericksichtigung des Korrekturfaktors ergdben sich
unrealistische Werte liber 100 %. Es kann davon ausgegangen werden, dass sich nicht alle
Hordatine hinsichtlich der UV-Absorption gleich verhalten. Trotzdem kdnnen 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 héhere Gehalte als die BSG-Extrakte aufwiesen. Dies kann auf die
praparative Trennung zurickgefiihrt werden, welche zu einer Aufkonzentrierung der
Hordatine in den Fraktionen im Vergleich zu den Extrakten fiihrte. Hinsichtlich der
biologischen Aktivitat wurde kein inhibitorisches Potential der H-Fraktionen gegeniiber GPa
jedoch gegeniiber a-Glucosidase beobachtet. Sowohl H5 als auch H8 erwiesen sich als potente
Inhibitoren mit ICso-Werten von 194,1 + 1,8 ug/mL bzw. 78,2 + 4,6 ug/mL. Somit enthielt v.a.
H8 starke Inhibitoren und zeigte ein starkeres Inhibitionspotential als die Positivkontrolle (PK)
Acarbose mit einem ICso-Wert von 116,1 + 22,3 ug/mL. Beide Fraktionen lagen hinsichtlich
ihres Hordatingehaltes im unteren bis mittleren Bereich, weshalb davon auszugehen ist, dass
spezifische Hordatine fiir die Inhibition verantwortlich waren. So kénnten in den Fraktionen
die Leitsubstanzen wie Glykoside (in H5) und der Vorldufer Coumaroylagmatin (in H8) als
Inhibitoren in Frage kommen, was jedoch in Folgestudien verifiziert werden musste.

Fazit

Hordatine geh6ren zur Gruppe der Phenolamide und sind aufgrund ihrer Stabilitat 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. Mdoglicherweise ist die Synthese
gegenlber 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 héhere
Gehalte aufwiesen als die ebenfalls im Rahmen der Dissertation hergestellten BSG-Extrakte.

108



Ergebnisse und Diskussion

Hinsichtlich der biologischen Wirkungen konnte ein inhibitorisches Potential zweier
Fraktionen gegeniber a-Glucosidase beobachtet werden, welches jedoch mit héherer
Stichprobenanzahl verifiziert werden sollte. Weiterhin kénnten molecular docking-Studien mit
den vermuteten Leitderivaten in den inhibitorischen Fraktionen herangezogen werden.

Veroffentlichtes Manuskript
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Abstract: Hordatines are a characteristic class of secondary metabolites found in barley which have
been reported to be present in barley malt, beer and, recently, brewer’s spent grain (BSC). However,
little is known about their biological activities such as antioxidative effects in beer or antifungal
activity as their main task within the plants. We conducted an in vitro investigation of the activity
of hordatines isolated from BSG towards enzymes of glucose metabolism. Hordatine-rich fractions
from BSG were prepared by solid-liquid extraction (SLE) with 60% acetone followed by purification
and fractionation. The fractions were characterised and investigated for their in vitro inhibitory po-
tential on a-glucosidase and glycogen phosphorylase a (GPa). Both enzymes are relevant within
the human glucose metabolism regarding the digestion of carbohydrates as well as the liberation of
glucose from the liver. In total, 10 hordatine-rich fractions varying in the composition of different
hordatines were separated and analysed by mass spectrometry. ITordatine A, B and C, as well as
hydroxylated aglycons and many glycosides, were detected in the fractions. The total hordatine
content was analysed by HPLC-DAD using a semi-quantitative approach and ranged from 60.7 +
3.1 to 259.6 £ 6.1 pg p-coumaric acid equivalents/mg fraction. Regarding the biological activity of
fractions, no inhibitory effect on GPa was observed, whereas an inhibitory effect on a-glucosidase
was detected (ICs values: 77.5 + 6.5-194.1 + 2.6 pg/mL). Overall, the results confirmed that hor-
datines are present in BSG in relatively high amounts and provided evidence that they are potent
inhibitors of a-glucosidase. Further research is needed to confirm these results and identify the ac-
tive hordatine structure.

Keywords: brewer’s spent grain; a-glucosidase; glycogen phosphorylase a; glucose metabolism;
hordatine; phenolamides; fractionation bioactive

1. Introduction

Brewer’s spent grain (BSG) contains various phenolic compounds, such as hy-
droxycinnamic acids (ferulic, coumaric, sinapic and caffeic acid) as well as ferulic acid
dimers, but also flavonoids, e.g., catechin, quercetin and chrysoeriol |1,2]. Recently, bar-
ley-specific phenolic compounds named hordatines, already detected in barley grain
(Hordeum vulgare) [3,4] and beer [5], were also found in BSG extracts prepared by solid-
liquid extraction (SLE) [6]

Hordatines are characteristic secondary plant metabolites in barley, where they pos-
sess antifungal activity. They belong to the group of phenolamides comprising a phenolic
compound coupled to an amine by an amide bond. Different hordatines, e.g., hordatine
A and B, as well as their glucosides were reported many years ago [4,7]. llowever, little
is known about this substance class so far, and only limited data regarding the hordatine
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content in barley or barley related products are available. Kohyama and Ono reported
values for hordatine A p-D-glucopyranoside of 103 to 254 nmol/g dw (dry weight; i.e.,
0.073-0.181 mg/g as hordatine A glucoside) in ungerminated barley [8]. However, it is
well known that the amount increases during germination. Nomura et al. reported maxi-
mum values of 90 nmol hordatine A/g fresh weight (corresponding to 49.5 ug/g) and 93
nmol hordatine B/g fresh weight (correspending to 54.0 ug/g ) in wheat-barley chromo-
some addition lines 72-96 h after seeding [3]. In beer, total hordatine contents were deter-
mined by Pihlava et al. [5] as p-coumaric acid equivalents (pCA-Eq) and ranged from 5.6
+3.1 mg pCA-Eq/L up to 18.7 mg pCA-Eq/L. However, since the values were expressed as
equivalents, they are difficult to compare with the amounts detected in barley by Nomura
et al. and Kohyama and Ono [3,8]. In a recent study, we detected hordatines in BSG ex-
tracts and quantified them as ranging from 14.2 £ 0.5 to 172.2 £ 2.1 pg pCA-Eq/mg extract
[6]Taken together, these findings demonstrate the relatively high stability of hordatines
as they are able to withstand many brewing steps, such as high temperature during kilning.

To date, the biological activity of hordatines has not been widely studied. Only their
strong antifungal [4,7] and antioxidative [9] activities have been described. Furthermore,
hordatine-rich BSG extracts have been shown to be strong inhibitors of a-glucosidase and
glycogen phosphorylase a (GPa), although the active compounds of the complex mix-
tures were not clearly identified |6,10]. Both enzymes play an important role in glucose
metabolism, and their inhibition can lower blood glucose levels. a-Glucosidase is found
in the small intestine and liberates a-glucose from the non-reducing end of -glucose res-
idues [11], whereas GPa is located in the liver and participates in the release of glucose
from glycogen [12,13]. Hordatines belong to the group of phenclamides, which represent
a large group of phenolic compounds mainly present in flowers or pollen grains resulting
from the conjugation of phenolic acids with amines [14]. Other phenolamides are hy-
droxycinnamoylputrescines and hydroxycinnamoyltyramines. Caffeoylputrescine has
been reported to be a strong inhibitor of yeast a-glucosidase [15] and some hy-
droxycinnamoyltyramines have been identified as potent o-glucosidase inhibitors [16,17].

Hordatines have relatively complex structures within the class of phenclamides.
Their biosynthesis occurs via two pathways, i.e., the phenylpropanoid and polyamine
pathways. First, the hydroxycinnamate is conjugated by coenzyme A-ligase (CoA-ligase),
forming hydroxycinnamoyl-CoA, and arginine is decarboxylated by arginin decarbox-
ylase (ADC), resulting in agmatine. Agmatine coumaroyltransferase (ACT) catalyses the
conjugation of hydroxycinnamoyl-CoA and agmatine to form the hordatine precursors p-
coumaroylagmatine and feruloylagmatine (Figure 1a). These monomeric precursors are
subsequently oxidatively dimerised leading to the formation of hordatines (Figure 1b)
[4,18]. Depending on the hydroxycinnamoyl moiety and structural modifications, such as
hydroxylation of the agmatine, different hordatines can be formed. Hordatine A (dimer
of p-coumaroylagmatine), hordatine B (dimer of p-coumaroylagmatine and ferulol-
yvlagmatine) and hordatine C (dimer of feruloylagmatine) are formed as the main hor-
datines. To a lesser extent, hordatine D including a sinapoylagmatine was detected years
ago [19], and hydroxylated hordatines such as A1-C1 and A2-C2 are also found [20]. The
hydroxylation is located in the agmatine moiety and can therefore be present either one
or two times [19]. Besides the aglycons, glycosides are often detected, henceforth referred
to as hordatine hexosides. Mainly, one or two hexoside units [19-21] have been found, but
up to nine hexoside units have been reported in beer samples |5]. Thus, the substance class
of hordatines includes their aglycons as well as glucosides.
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Figure 1. (a) Chemical structures of hordatine precursors p-coumaroylagmatine (Ri=H) and feruloy-
lagmatine (Ri= OCHas). (b) Chemical structures of hordatines; glycosylation occurs at the hydroxyl
group position indicated by the arrow; numbering adapted from published data [21].

The aim of this study was the isolation of hordatines and hordatine hexosides from
BSG and their fractionation to obtain fine fractions with different hordatine structures,
which were subsequently analysed via HPLC-MS(/MS). Additionally, to evaluate the bi-
ological activity of hordatines, in vitro enzyme-inhibition studies were performed to in-
vestigate their bioactivity regarding glucose metabolism. Furthermore, a semi-quantita-
tive analysis of total hordatine content in each fraction was performed for comparison
with each other.

2, Materials and Methods
2.1. Chemicals

Chemicals were of analytical grade and obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Germany) unless otherwise stated. Acetonitrile (LC-MS grade and super gradient grade
HPLC) as well as methanol and acetone (LC-MS grade) were obtained from VWR Chem-
icals (Darmstadt, Germany). Formic acid was purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Ger-
many) and formic acid (Optima [.C-MS grade) was from Fisher chemicals (Waltham,
USA). Sodium dihydrogen phosphate dihydrate was purchased from Riedel de Haen
(Berlin, Germany). Magnesium sulphate heptahydrate, disodium hydrogen phosphate
monohydrate and potassium hydrogen phosphate were obtained from Merck (Darm-
stadt, Germany). NADP disodium salt as well as glycogen from oysters were from Carl
Roth (Karlsruhe, Germany). DMSO was from J&K Scientific (Marbach/Neckar, Germany).
Cl8ec material (64 A, 31 um) was from Macherey-Nagel (Diiren, Germany). Glucose-6-
phosphatedehydrogenase from Saccharomyces cerevisiae (G6PDLI, EC 1.1.1.49) was pur-
chased from Alfa Aesar (Haverhill, MA, USA) and 4-nitrophenyl-f-D-glucopyranoside
(pNPG) was from Acros Organics (Fair Lawn, New Jersey). The drug used as a positive
control was Glucobay®100 from Bayer Pharmaceuticals (Leverkusen, Germany), in which
acarbose is the active compound. Glycogen phosphorylase a from rabbit muscle (GPa, EC
2.4.1.1), a-glucosidase from Saccharomyces cerevisine (EC 3.2.1.20), phosphoglucomutase
from rabbit muscle (PGM, EC 5.4.2.2), p-coumaric acid (purity = 98%) and 3,4-dimethox-
ycinnamic acid (purity 99%) were from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany).

2.2, Brewer’s Spent Grain (BSG) Sample

Brewer’s spent grain (BSG) was provided by the conventional Orval brewery in Bel-
gium (Florenville, Belgium) and was prepared from a mixed malt (from barley) consisting
of Pilsen malt (90%), caramel malt (9%) and peeled, roasted barley (1%). It was lyophilised
and then milled to a fine powder using a grain mill (KoMo Fidibus 219, Hopfgarten, Aus-
tria). Defatting was performed with pure acetone overnight by Soxhlet extraction (1 g
solid:16 mL solvent; performed by our project partner, the working group of Prof. Dr.
Thiel, TUK). The samples were dried by volatilisation of the acetone.
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2.3, Isolation, Purification and Fractionation

Isolation of hordatines from BSG was performed by SLE with 60% acetone (ace-
tone/water, 60/40, v/v) according to our previous study [10] and also following the isola-
tion process of Kohyama and Ono [8] with modifications. To begin, 145 g of defatted BSG
sample was mixed twice with 725 mL of 60% acetone and extracted under stirring at 60
°C in a water bath for 30 min. The solid residue was eliminated by filtration, and the or-
ganic phases were combined. Acetone was removed under reduced pressure at 40 °C to a
total volume of around 500 mL of crude isolate, which was then purified by column chro-
matography.

Two columns, both packed with C18ec material (64 A, 31 um from Macherey-Nagel
Diiren, Germany; 90 mL bed volume), were pre-conditioned with 450 mL of 0.1% formic
acid in methanol and equilibrated with 900 mL of formic acid/double-distilled (dd) H20
(0.1/99.9; v/v). Each column was loaded with 250 mL of the crude isolate. Afterwards, the
columns were washed with 720 mL of 0.1% aqueous formic acid. The elution was per-
formed with 320 mL of methanol, and the purified samples were combined and reduced
to a total volume of around 80 mL under reduced pressure.

For preparative HPLC fractionation, an Agilent (Santa Cruz, California) 1200 series
system equipped with a MWD detector (G1365D), two preparative pumps (G1361A) and
a fraction collector (G1364C) was used. The HPLC conditions were as follows: column:
VDSpher PUR C18-SE (5 um, 250 x 20 mm; VDS optilab, Berlin, Germany); solvent system
A (formic acid/ddH=0 (0.1/99.9; vfv)), B {(formic acid/acetonitrile (0.1/99.9; v/v)); flow 15
mL/min; injection volume 10 mL; gradient profile: isocratic 2% B over 7 min, from 2 to
10% B over 1 min, from 10 to 30% B over 28 min, from 30 to 95% B over 1 min, isocratic
95% B for 9 min and re-equilibration at 2% B for 12 min; detection wavelengths 230 and
280 nm. The collection mode was time-dependent, beginning at 4 min as follows: from 4—
16 min every 2 min, from 16-26 min every 0.5 min and from 26 to 20 min every 2 min. A
total of 28 fractions were collected, their volumes were reduced (to around 2 mL) by vac-
uum centrifugation (Concentrator plus, Eppendorf, Hamburg, Germany) and samples
were analysed by HPLC-UV-ESI(+)-MS using an Agilent 1100 series instrument equipped
with a degasser (G1322A), quaternary pump (G1311A), autosampler (G1387A), column
oven (G1316A) and VWD detector (G1314A) (Agilent Technologies, Santa Clara, Califor-
nia USA) coupled to a AB Sciex API 2000 triple-quadrupole mass spectrometer (SCIEX,
Framingham, Massachusetts, USA). Q1 scans (150-525 Da) were performed (data not
shown) to check which hordatines were present. The HPLC conditions were as follows:
VDSpher PUR C18-SE (5 um, 250 x 4.6 mm; VDS optilab, Berlin, Germany); solvent system
A (formic acid/ddH:0 (0.1/99.9; ©/v)), B (formic acid/acetonitrile (0.1/99.9; v/v)); flow 800
pL/min; injection volume 20 pL; gradient profile: isocratic 2% B over 4.9 min, from 2 to
10% B over 0.1 min, from 10 to 30% B over 30 min, from 30 to 95% B over 0.1 min, isocratic
95% B for 10 min and re-equilibration at 2% B for 12 min; detection wavelength 300 nm.
The ESI-MS conditions were as follows: ion spray voltage (ISV) 4700 V; curtain gas (CUR)
20 psi; nebuliser gas 30 psi; heater gas 30 psi; temperature (T) 450°C; declustering potential
(DP) 100 V; focusing potential (FP) 340 V; entrance potential (EP) 10.5 V; collision cell en-
trance potential (CEP) 10.23-23.7 V. According to the m/z detected in the Q1 scans (150-
525 Da), fractions were combined by means of the observed doubly charged parent ion
[M+2H]* to give 10 hordatine fractions (1-10), which were subsequently lyophilised.
Some leftovers originating from the method development were also lyophilised to obtain
a more precise yield but were not analysed further; all yields are shown in Section 3.1.

2.4, Enhanced Resolution LC-ESI-MS(/MS) Analysis
Fractions 1-10 were characterised using a more sensitive mass spectrometer and two
different scan modes (enhanced MS, EMS; enhanced product ion, EPI) on an Agilent 1290

Infinity system equipped with a degasser (G1379B), binary pump (G4220A), autosampler
(G4226A) and column oven (G1330B) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
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coupled to a QTRAP 5500 mass spectrometer based on a triple quadrupole ion path, where
the last mass selector was a linear ion trap (LIT) instead of the third quadrupole (SCIEX,
Framingham, Massachusetts, USA). The HPLC conditions were as follows: VDSpher C18-
SE 5 um column (VDS Optilab, Berlin, Germany); solvent system: A 0.1% aqueous formic
acid, B 0.1% formic acid in acetonitrile; gradient profile: isocratic 2% B for 4.9 min, from 2
to 10% B over 0.1 min, from 10 to 23.5% B over 20 min, from 23.5 to 35% B over 0.1 min,
from 25% to 50% B over 10 min, from 50 to 95% B over 0.1 min, isocratic 95% B for 10 min
and re-equilibration at 2% B for 10 min; flow rate 800 uL/min; injection volume 5 pL; col-
umn oven 35 °C. Different concentrations of fractions were prepared from a 2 mg/mL
stock solution in DMSO depending on the amount of total hordatines as well as the sighal
intensity of the analysed m/z in EPI scans. Thus, 25 pg/ml. were used for EMS scans and
5-25 ug/mL for EPT scans. The ESI*-MS(/MS) conditions were as follows: ISV 4500 V
(EMS), 4700 V (EPT); CUR 20 psi; nebuliser gas 30 psi; collision gas (CAD) -3 psi; heater
gas 30 psi; T 400°C (EMS), 450°C (EPT); DP 65 V (EMS), 100 V (EPI); EP 10 V (EMS), 8 V (
EPI); collision energy (CE; only for EPI) 40 V; collisional energy spread (CES; only for EPI)
20 V. LIT parameters were as follows: fill time 0.05 msec (EMS), 1 msec (EPI), dynamic;
Q3 entry barrier: 8 V; exit lens voltage (EXB) -158.88 to -133.54 V; auxiliary AC (AF3) 0.14-
0.91 V; scan rate 1000 Da/s. EMS scans (250 to 600 Da) were performed for all fractions
and analysed by extracting the m/z of the doubly charged parent ion. Hordatines ranging
from non-hydroxylated to hydroxylated aglycons as well as glycosides were previously
detected in beer and barley-seeds [5,19]. The fractions obtained in the present study were
checked for these hordatines. Afterwards, EPI scans were performed using the fraction(s)
giving high signals for the respective m/z to clearly confirm the parent ion observed in the
EMS scans by typical fragmentation.

2.5. Quantification of Total Hordatine Content by HPLC-DAD

The total hordatine content was determined as pCA-Eq adapted from Pihlava et al.
using pCA as reference substance due to the lack of a commercial available reference [5].
Quantification was based on the peak area of compounds in relation to the peak area of
an internal standard (20 ug/mL 3,4-dimethoxycinnamic acid; IS) using an external calibra-
tion (1-50 pg/mL pCA).

HPLC conditions were as described in Section 2.4, using a HPLC Agilent 1200 Series
with a degasser (G1322A), quaternary pump (G1311A), autosampler (G1329A), column
oven (G1316A), and diode array-detector (DAD) (G1315D) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA); detection wavelength was 280 nm (reference wavelength 360 nm); an
injection volume of 20 UL and concentrations of 250 ug/mL in methanol/formic acid
(99.9/0.1, v/v) were used for each fraction and membrane filtered (0.45 um) prior to injection.

Owing to low yields and a focus on bioassays, the analysis was performed only twice.
The precision of the method was determined by inter-(five-replicate analysis of one con-
centration of pCA in a row) and intra-day (one concentration of pCA on five daysin a row)
repetition experiments; the coefficient of variation was 0.5% for intra-day and 0.8% for
inter-day experiments. LOD was determined as (0.3 pg/mL and LOQ as 1.0 ug/mL using
a calibration approach (five concentrations of pCA 0.25-2.5 ug/mL) adapted from the Eu-
ropean Commission/Joint Research Centre [22].

Due to the different UV absorption of hordatines and pCA, a correction factor (CF)
was used. This could not be determined experimentally due to the lack of availability of
pure reference substances. Thus, results were multiplied by a CF of 5 obtained from pub-
lished data [5].

2.6. a-Glucosidase Inhibition Assay
Inhibition of a-glucosidase was analysed as previously reported [10] using a spectro-
photometric method on a microplate reader (Biotek, Bad Friedrichshall, Germany). Sam-

ples were assayed in triplicate with five concentrations of acarbose (positive control) dis-
solved in dd1:0 (0.4-2 mg/mL); DMSO or ddl1:0 was used as a negative control. Stock
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solutions of 2 mg/mL of fractions 1-10 in DMSO were investigated for their inhibitory
potential and dilutions (four to five; concentration depending on inhibitory potential)
were prepared to calculate the respective fraction’s ICso value, provided the inhibition of
the stock solution was above 50%. A blank (phosphate buffer saline (PBS) instead of en-
zyme solution) was analysed alongside each sample, taking into account the samples” in-
trinsic colours in the inhibition calculation. All concentrations and ICso values were calcu-
lated relative to the final concentration in each well of the plate as previously reported
[10].

2.7. Glycogen Phosphorylase a (GPa) Inhibition Assay

The inhibitory potential of the factions towards GPa was investigated using a spec-
trophotometric method adapted from earlier studies [10]. Samples were assayed in tripli-
cate, and a blank (100 mM glucose in buffer B instead of GPa) was analysed alongside
each sample to account for the samples’ intrinsic colour in the inhibition calculation. Five
different concentrations of caffeine dissolved in ddH>0 (0.5-1.75 mg/mL) were used as a
positive control; DMSO or ddH20 was used as a negative control. Fractions were dis-
solved in DMSO to a concentration of 2 mg/mL to investigate their inhibitory potential on
GPa.

Buffer A (3 mM adenosine monophosphate, 40 mM £-glycerophosphate, 8 mM I-cys-
teine free base at pH 6.8), buffer B (20 mM sodium dihydrogen phosphate dihydrate, 2
mM magnesium sulphate heptahydrate; pH 7.2), assay buffer (buffer B: ddH:20, 1:1, v:v),
enzyme stock solutions (5 U/mL GPa, 500 U/mL PGM, 500 U/mL G6PDH), enzyme mix
(93.75 mU/mL GPa, 100 mM glucose in assay buffer), assay medium (5 U/mL G6PDH, 12
U/mL PCGM and 3.148 mg/mL NADP in assay buffer) and glycogen solution (2 mg/mL in
assay buffer) were prepared as described by Becker et al. [10].

For the assay, 20 pL aliquots of the sample, positive control and negative control were
transferred to a 96-well microplate and each mixed with 50 uL of the assay medium fol-
lowed by addition of 80 pL of the enzyme mix or 100 mM glucose. Afterwards, 80 uL of
glycogen was added, which started the reaction. After 30 min of incubation at 37 °C, the
absorbance at A = 340 nm was measured using a microplate reader (Biotek, Bad Frie-
drichshall, Germany). Concentrations and the ICs value of caffeine were calculated rela-
tive to the final concentrations in each well.

2.8. Statistical Analysis

Results are presented as the mean and standard deviation (SD) of three to eight in-
dependent experiments (GPa and a-glucosidase inhibition assay) or the mean and range
(R) of two independent experiments (quantification by HPLC-DAD and ICs values of
fraction 5 and 8 in a-glucosidase inhibition assay). Statistical analysis was performed with
Origin 2019G (OriginLab, Northampton, MA, USA} and Excel Office Professional Plus
2016 (Microsoft, Redmond, DC, USA). The data were checked for normality (Anderson
Darling test) and homogeneity of variance (Fisher test).

3. Results

Previous studies have shown that hordatines are minor components in BSG [6] and
also important bioactive components in BSG extracts [10]. Thus, a targeted isolation pro-
cess including purification and fractionation was developed to obtain highly concentrated
hordatine fractions or pure compounds for testing. Furthermore, a preparative separation
was used to obtain different fractions with regards to the contained hordatines; i.e., sepa-
ration of aglycons and glycosides as well as of non-hydroxylated and hydroxylated hor-
datines was intended. Due to the high similarity of the structures, the latter turned to be
more complex than expected and only partial separation was achieved. However, using
RP-chromatography, hordatines eluted between 12-19 min in the following elution order:
hordatine hexosides (hexosides (hex) of H (hordatine) A/B/C/A1/B1/C1) < hydroxylated

115



Ergebnisse und Diskussion

Sustainability 2022, 14, 8421 7 of 21

hordatines (A1-C1, A2-C2) < non-hydroxylated hordatines (A-C). Each fraction’s hor-
datine content was determined as pCA-Eq by HPLC-DAD and high contents were ob-
served. Moreover, all fractions were analysed by mass spectrometry, and various hor-
datines, ranging from aglycons and hexosides of HA/B/C, HA1/B1/C1 as well as aglycons
HA2/B2/C2, were identified by their doubly charged parent ion. Enhanced product ion
scans of the doubly charged parent ion were conducted for each hordatine to confirm its
structural moiety. All fractions were finally investigated regarding their inhibitory poten-
tial towards two enzymes of glucose metabolism (a-glucosidase and GPa), which has not
been studied before. Our previous results indicated that hordatines might contribute to
the inhibition of a-glucosidase by BSG extracts. Here, we investigated our fractions in an
in vitro enzyme inhibition assay, but due to the low yields obtained during our isolation
process, the investigations only provided a screening and results were expressed as the
mean of two independent experiments assayed in triplicate.

3.1. Isolation of Hordatines from BSG

Hordatines were isolated in a multi-step process including SLE with 60% acetone,
purification by column chromatography with C18ec material and separation by prepara-
tive HPLC. Altogether, 10 fractions as well as some leftovers from method development
were obtained after lyophilisation. Figure 2 shows a chromatogram of fractions 1-10 re-
sulting from the preparative purification. The leftovers from trial runs also contained hor-
datines (detected via a full scan, data not shown) but did not exhibit sufficient separation
of the hordatines. Therefore, they were only lyophilised to gain a more precise yield

I 7. e

30 4
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Absorbance [mAU]

ﬁl’ T v T . : | . v T ll
S 16 20 2 28 80
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Figure 2. HPLC-DAD chromatogram of the preparative fractionation recorded at A = 280 nm; col-
lection tubes 1-8 were analysed but did not contain hordatines, collection tubes 9-26 were combined
according to their main compounds, resulting in fractions 1-10, collection tubes 27-29 were dis-
carded; grey and dotted lines: collection tubes, black lines: fractions 1-10.

Depending on the fraction, the yield ranged from 1.04 to 7.08 mg (0.72 to 4.89 mg/100
g defatted dw BSG; Table 1) and amounted to a total of 21.52 mg (14.84 mg/100 g defatted
dw BSG). The highest yield was observed for fraction 9, which also had the largest elution
area of around 2.5 min.
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Table 1. Yield of isolation process for each fraction, leftovers and sum in total as well as related on
defatted dw BSG.

Yield Related on Total Yield Yield Related on
Fraction Total Yield [mg]  Defatted dw  Fraction fmgl Defatted dw BSG
BSG [mg/100 g] [mg/100 gl
1 1.10 0.76 7 1.04 0.72
2 1.26 0.87 8 1.09 0.75
3 1.04 0.72 9 7.08 4.89
4 1.07 0.74 10 3.03 2.09
Z 1;3 8:: leftovers 2.39 162
Yield in total 21.52 mg 14.84

3.2. Characterisation of Fractions: Structure Determination by Mass Spectrometry and
Quantification of Total Hordatine Content

Fractions 1-10 were further analysed in terms of the total hordatine content and iden-
tification of single hordatines. The total hordatine content was determined as pCA-Eq
since no suitable reference substances were available, and high contents were detected in
all fractions. It was already known [19,20] that hordatines are mainly observed as doubly
charged positive parent ions [M+2H]?". Previous findings [5] were used to systematically
search for the expected hordatines in the fractions by EMS methodology. EPI scans of each
mfz were performed to confirm the respective hordatine structure.

3.2.1. Hordatine and Other Phenolamide Derivatives Determined in Isolated Fractions

In our recently published study [6], many different hordatines were identified in BSG
extracts after SLE with 60% acetone based on their doubly charged |M+2H |** parent ions
and characteristic fragments. This was also observed by Gorzolka et al. and Pihlava et al.
in barley seeds and beer [5,19]. In the present study, each fraction was analysed by HPLC-
ESI*-MS full scans (EMS scan; 250-600 Da) and according to our previous findings and
literature scanned for the m/z of the expected hordatines, such as HA/B/C, HA1/B1/C1 and
HA2/B2/C2 as well as mono-/di- and tri-hexosides (hex/di-hex/tri-hex). All of them were
detectable in the fractions. Additionally, a peak at m/z 321 was found with a very low
signal intensity and tentatively identified as hordatine D. Table 2 summarises the main
signals of each fraction and the suggested hordatines contained. Hexosides were mostly
observed in fractions 1-6, hydroxylated hordatines in fractions 7 and 8 and non-hydrox-
ylated hordatines in fractions 9 and 10. Furthermore, the hordatine precursors N-couma-
roylagmatine and, to a lesser extent, N-feruloylagmatine were observed.

Table 2. Summary of the most intense [M+2H]* signals in HPLC-ESI*-MS full scans (EMS) of each
fraction and tentatively identified hordatines; bold printed m/z: additionally analysed by HPLC-
ESI*-MS/MS (EPI scan).

Main Hordatine or

Fraction  m/z of [M+2H]* and Related Retention Time(s) [min] * :
Phenolamide ®

1 519(11.0,12.1,12.9), 534 (10.7, 11.2), 453 (10.8, 11.1, 11.8, HA-dihex/trihex;
13.5), 438 (11.2, 12.3, 12.8, 13.7) HB-dihex/trihex
5 372 (12.1, 13.8), 357 (12.7, 13.9), 438 (12.4, 13.7), 453 (11.9, HA -hex/dihex;
13.6) HB-hex/dihex
357 (12.2,12.5,13.8, 13.9), 387 (12.6, 14.4), 468 (12.0, 12.4,
3 14.2), 372 (11.5, 12.0, 13.8), 438 (12.4, 13.8), 519 (10.6, 11.0, HA/B/C-hex, HC-dihex
11.5, 12.1), 534 (10.7, 12.5), 549 (11.8, 12.4, 14.1, 15.1)
453 (11.2, 12.9), 438 (11.5, 12.9), 387 (12.6, 14.4), 395 (11.7,
a 12.9), 380 (10.6, 11.2, 11.5, 12.0, 13.0), 534 (10.8, 11.3, 12.3, HA/B-dihex,
13.0, 14), 519 (11.5, 13.1), 549 (11.5, 12.8, 13.2, 14.3), 365 HC-hex, HC1-hex

(11.5,11.9, 12,3, 12.9, 13.1), 372 (12, 13.3, 13.8, 14.7)
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438 (12.4, 13.8), 453 (11.9, 13.6), 372 (11.4, 12.0, 13.8), 357
(122, 12.6, 13.6, 14.1), 519 (12.5, 13.3, 13.8), 534 (11.3, 12.0, HA-hex/dihex;
12.6, 13.7, 13.9), 292 (14.3, 15.6), 307 (13.6, 14.0, 15.3, 16.0), HB-hex/dihex
322 (12.8, 14.7, 16.1)
387 (12.6, 14.3), 357 (12.5, 13.9), 468 (12.6, 12.8, 14.3, 14.5),
6 372 (12, 13.8), 551c (16.7), 299 (14.7, 17.2), 284 (16.6), 307  HA-hex, HC-hex/dihex
(13.6, 14, 14.9, 15.3, 17.6)
291 (16.0, 18.5), 299 (14.8, 15.2, 16.5, 17.3, 18.0), 284 (15.7,

7 17.6), 387 (12.6, 14.4), 372 (13.1, 14.6), 567 < (17.6), 581 <  HB, HA1, HB1, HC-hex
(16.0, 18.3), 551 < (16.8, 18.8), 314 (15.4. 17.2, 17.9)
8 276 (16.7, 18.7), 277 < (13.7, 16.2), 291 (15.9, 18.3), 307 (13.6, HA, HB, HB2,
15.2), 551 <(16.6, 18.6) N-coumaroylagmatine
291 (16.5, 18.9, 19.1), 276 (16.7, 18.7), 581 < (16.1, 18.5), 551 ¢
9 (16.7; 18.3), 306 (16.6, 19.1), 299 (14.7, 17.3), 284 (15.7, 17.6), HA/B

321 (18.0, 19.1, 19.8)

276 (16.7,18.7), 291 (15.9, 18.4), 581 <(15.9, 18.4), 551 <(16.9;
18.6), 306 (16.6, 19.1)

* as far as clearly identifiable, mainly visible in EPI scan * 34 most intense signals <[M+L1]".

10 HA/B/C

Besides EMS (enhanced full scans) (250-600 Da), EPI (enhanced product ion) scans
were performed for specific fractions (Table 2; bold printed m/z) and compared to our
previous results. The main fragments are discussed below and summarised in Table 3.
Comparison with literature data [5,19] and our own so-far unpublished observations as
well as by mean of characteristic fragment ions enabled the signals to be assigned to the
respective hordatine. Each m/z that was identified as a [M+2H]* parent ion was detected
at 2-6 different retention times, resulting in the same fragments as in the tandem MS ex-
periments (FMS)

Table 3. Identification of phenolamides in fractions by HPLC-ESI*-MS/MS (EPT) according to their
mi/z of [M+2H]?** and [M+H]* as well as their fragment ions listed in order of decreasing intensity.

Hordatine/Phenola- Retention Time iz B i Tons i
mide Derivative [min] 2 [M+2H]* gm
= 1-
POREEO 137,16.2 2770 277, 147,91, 119
agmatine
N-feruloylagmatine 14.9, 17.5 307° 307,177, 145, 134, 117, 89, 290, 149
395, 276, 291, 263, 421, 207, 98, 131, 114, 157,
aa A el 189, 178, 219, 235, 247, 265, 534, 378, 379
291, 278, 321, 425, 295, 114, 131, 157, 165, 262,
HE Ea0, 15,100 &L 293, 221, 207, 178, 189, 451, 366, 564
) 306, 351, 455, 265, 157, 114, 131, 98, 293, 325,
HE L Al 481, 594, 336, 221, 237, 165, 277, 297
321, 177, 485, 165, 381, 355, 337, 426, 249, 147,
HD 19.1,19.8 321 131, 98, 511
201, 284, 189, 147, 178, 295, 265, 263, 235, 255,
HA1 15717, 284
> 4 & 173, 114, 437, 478, 533, 550, 378, 411
HB1 14.7,15.2, 16.6, 299 299, 321, 278, 293, 147, 165, 425, 173, 270, 114,
17.3, 18 467, 178, 581, 441, 408
314, 351, 308, 265, 293, 147, 130, 114, 455, 173,
HC1 154,172,179 314 471, 497, 325, 593, 611
292, 411, 291, 178, 189, 263, 207, 235, 454, 147,
o R e 393, 549, 283, 265, 173
307, 321, 441, 278, 147, 423, 293, 298, 467, 484,
HRE L R A 165, 173, 579, 596, 194, 207, 235, 130
HC2 12.8,147, 161 32 322, 351, 471, 308, 265, 173, 147, 497, 453, 514,

130, 609, 626

118



Ergebnisse und Diskussion

Sustainability 2022, 14, 8421 10 of 21

357, 276, 291, 265, 534, 263, 395, 551, 247, 219,
157, 131, 114, 421, 97, 98, 509
372, 291, 321, 425, 295, 293, 278, 564, 157, 581,

HA-hex 12.7,14 357

12.1,13.3,13.8,

HB-hex 147 372 451, 114, 98, 539, 297, 235, 726
387, 306, 351, 293, 325, 455, 595, 481, 323, 265
HC-hex 126,144 387 © T 037,157,131, 114, 93:;,’ o1
i DSOSy A1 20 10
HELhex 10.6,1121' ia 115, L 380,299,321,293, 2]?; 31'5;? 425, 295, 467, 580,
HCl-hex 11.7,12.9 a5 B34 31511;1,6;5‘ 13;3 f;;: :’gf: f:; oipaett
HA-dihex 124,137,139 438 7O 2912)9266’ 5533 i ;? 1332;6, 3] 12 175);,5773 j R
4. 425,321, 295, 291, 278, 293, 277 1 4
Hizdibex Sl £ > 539?3712,9135’7,11’4, 92, 9.7?]726,1732 g
HCodihe 126, 11 i&; 143, 4686351, igi 22: S; 27 225523542?3 157, 114,
e Ly SWISTELES S
534, 291, 265, 295, 321, 743, 581, 451, 425, 517,
HB-trihex 12,126,137,14 534 277’32 gt
R— 5 EPT 781 a0 549,306,611, 351, 455, 325, 481, 773, 569, 59%,

293, 756, 935, 157
* different retention times due to various isomers ® [M+H]* < very low signal intensity, partally over-
lapped with signal at 18.5 min.

Besides the doubly charged parent ions, singly charged parent ions were also ob-
served, as well as loss of 39 from the doubly charged parent ions, Furthermore, neutral
losses of 15, 17, 18, 28, 42, 59, 130 and 156 Da as well as 146 and 172 were seen in most
spectra, as already reported by Gorzolka and coworkers for hordatines [19]. Additionally,
specific fragments resulting from the agmatine moiety, such as m/z 157, 131, 114 and 98,
were found [20,23]. Examples of MS? spectra of some hordatines, including HB, HB2, HA1
and HA-dihex, are shown below.

Fraction 9 showed three peaks (16.5, 18.9 and 19.3 min; Figure 3a) for its main m/z
291, whose MS? spectra of the peak at 16.5 min is shown (Figure 3b). The m/z fragments in
descending signal intensity were as follows: 291, 278, 581, 425, 321, 293, 295, 165, 114, 131,
157,98, 178, 207, 221, 235, 262, 451 and 564 as well as 408, 392 and 306 with low intensities.
The characteristic losses and fragment signals are labelled in Figure 3b.
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Figure 3. HPLC-ESI'-MS/MS chromatogram of hordatine B (m/z 291, (a)) and corresponding MS*
spectrum of the peak at 16.5 min (b) of fraction 9; marked are the singly and doubly charged parent
ions of m/z 581 and m/z 291, respectively, as well as characteristic losses of 15, 17, 28, 130, and156
Da, and specific fragments of m/z 98, 114, 131 and 157 resulting from the agmatine moiety.

One of the main signals in fraction 5 was m/z 307, which was observed at at least
seven retention times (Figure 4a). However, Only peaks at 13.6, 14.0, 15.3 and 16.0 min
showed the char