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1 Einleitung 

Milch- und Essigsäurebakterien sind in unserer Umgebung weit verbreitet und spielen zum 

Beispiel in fermentierten Lebensmitteln oder der Zahnplaque eine wichtige Rolle. Viele von 

ihnen bilden extrazelluläre Polysaccharide (Exopolysaccharide, EPS), wobei je nach Bio-

syntheseweg und Monosaccharidzusammensetzung zwischen Homoexopolysacchariden 

(HoEPS) und Heteroexopolysacchariden unterschieden wird. Letztere haben einen auf-

wendigeren Syntheseweg und geringere Ausbeuten als HoEPS (Bowen et al., 2018; Lynch et 

al., 2018; Wünsche & Schmid, 2023; Yassunaka Hata et al., 2023). Die meisten HoEPS werden 

aus Saccharose (β-D-Fructofuranosyl-(2,1)-α-D-Glucopyranosid) durch die extrazellulären 

Enzyme Fructansucrase (FS) und Glucansucrase (GS) gebildet. FS synthetisieren unter 

Freisetzung von Glucose Fructane, welche aus β-D-Fructofuranose-Einheiten (Fruf) aufgebaut 

sind. GS bilden unter Freisetzung von Fructose Glucane, die aus α-D-Glucopyranose-Einheiten 

(Glcp) bestehen (Jakob et al., 2019; Leemhuis et al., 2013; van Hijum et al., 2006). 

Grundsätzlich werden Fructane in Inuline (2,1-Fruf) und Levane (2,6-Fruf) unterteilt, die an 

Position O6 bzw. O1 verzweigt sein können (Ni et al., 2019; Öner et al., 2016). Die am weitesten 

verbreiteten bakteriellen α-Glucane werden nach dem im Rückgrat vorwiegend vorliegenden 

Verknüpfungstyp als Dextrane (1,6-Verknüpfungen) und Mutane (1,3-Verknüpfungen) 

bezeichnet. Sie können je nach Verknüpfungstyp im Rückgrat an Position O2, O3, O4 oder O6 

verzweigt sein (Monsan et al., 2001). Neben diesen grundlegenden Strukturmerkmalen unter-

scheiden sich HoEPS in ihren Feinstrukturen. Durch die verschiedenen Verknüpfungstypen 

und Verzweigungen in unterschiedlichen Anteilen, Längen und Verteilungen können HoEPS 

komplexe Strukturen aufweisen, wobei manche HoEPS Abschnitte mit unterschiedlicher 

Struktur besitzen. Zudem variiert die Molekülgrößenverteilung und Wasserlöslichkeit von 

HoEPS (Monsan et al., 2001). Weiterhin wurde für wasserunlösliche α-Glucane die Ausbildung 

von starren, kristallähnlichen Bereichen beschrieben (Kobayashi et al., 2017; Ogawa et al., 

1994). Obwohl HoEPS lediglich aus einer Art Monosaccharid bestehen, sind ihre Strukturen 

bis heute nur in Teilen verstanden. Dies liegt unter anderem an analytischen Heraus-

forderungen, aber auch an der Varianz der einzelnen HoEPS-Strukturen in Abhängigkeit ihrer 

Herkunft. Zur detaillierten Strukturaufklärung von HoEPS ist eine Kombination verschiedener 

Analysemethoden nötig (Côté et al., 1999; Kusumi et al., 2023; Münkel et al., 2019), wobei 

Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Methoden ermittelt wurden, selten direkt vergleichbar 

sind. Manche Bakterienstämme produzieren mehreren Sucrasen und sind daher in der Lage, 

diverse HoEPS zu synthetisieren (van Hijum et al., 2006). In ihren natürlichen Vorkommen 

bestimmt die Kombination aus Bakterien und ihren Enzymen die Synthese und die Strukturen 

der HoEPS, während im Labor einzelne Bakterienstämme und Enzyme zur Synthese von 

HoEPS verwendet werden können. Dennoch sind derzeit kaum vergleichende Untersuchungen 

verschiedener HoEPS vorhanden.  
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Für die Bakterien haben HoEPS vielfältige Funktionen, die bis heute nicht vollständig 

verstanden sind. Als strukturgebender Teil des Biofilms dienen HoEPS den Bakterien 

vermutlich zur Anhaftung an Oberflächen und als Schutz vor Umwelteinflüssen. Daneben wird 

diskutiert, ob HoEPS als extrazelluläre Kohlenhydratreserve dienen (Caggianiello et al., 2016; 

Dogsa et al., 2013; Koczan et al., 2009; Laue et al., 2006). In der menschlichen Mundhöhle 

stellen besonders wasserunlösliche Glucane aber auch Fructane einen Virulenzfaktor bei der 

Kariesentstehung dar. Sie ermöglichen kariogenen Bakterien wie Streptococcus mutans die 

Adhäsion an der Zahnoberfläche und das Einstellen einer für sie optimalen Mikroumgebung 

(Bowen & Koo, 2011; Chakraborty et al., 2022; Ebisu et al., 1975; Hotz et al., 1972; Koo et al., 

2013; Rozen et al., 2001; Takahashi & Nyvad, 2008; Tsumori & Kuramitsu, 1997; Wenham et al., 

1981). Neben der unerwünschten Rolle in der Kariesentstehung haben HoEPS auch für den 

Menschen nützliche Eigenschaften. Wasserunlösliche Glucane könnten (chemisch modifiziert) 

als neue bio-basierte Materialien, wie beispielsweise Fasern und Filme, verwendet werden 

(Fukata et al., 2021; Puanglek et al., 2016, 2017) und viele Anwendungen mit wasserunlöslichen 

Glucanen werden heutzutage patentiert (Adelman & Behabtu, 2022; Gangoiti et al., 2018; Kim 

et al., 2023; Nagy et al., 2020). Wie viele Polysaccharide können wasserunlösliche Glucane 

Gele bilden (Padmanabhan et al., 2003) und es liegen für chemisch modifizierte wasser-

unlösliche Glucane Hinweise auf medizinischen Nutzen vor (Boddapati et al., 2020; Buddana 

et al., 2015). Im Vergleich zu wasserunlöslichen Glucanen sind wasserlösliche Glucane 

(Dextrane) hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften und Anwendungsmöglich-

keiten besser erforscht (Li et al., 2020) und werden seit Jahrzenten als Blutplasmaersatz 

verwendet (Grönwall & Ingelman, 1945; Moffitt, 1975). Außerdem können Dextrane als 

Verdickungsmittel und Stabilisator in Konfitüre und Eiscreme verwendet werden und die 

Festigkeit von Joghurt steigern (Benhouna et al., 2019; Nachtigall et al., 2023; Zannini et al., 

2016). Daneben können sie das Brotvolumen erhöhen, Brotalterung vermindern und das 

Backen glutenfreien Brots vereinfachen (Galle et al., 2012; Katina et al., 2009; Wang et al., 

2021). Ernährungsphysiologisch sind bakterielle Glucane Ballaststoffe, deren präbiotische 

Eigenschaften mehrfach gezeigt wurden (Amaretti et al., 2020; Das et al., 2014; Kim et al., 2022; 

Kothari et al., 2015; Tingirikari et al., 2014). Auch die physikochemischen Eigenschaften von 

Levanen sind vielversprechend für den Einsatz in Lebensmitteln (Xu et al., 2018b). So erhöhten 

Levane von Essigsäurebakterien in Weizenbrot das Volumen, verbesserten die Textur und 

verzögerten das Altbackenwerden (Jakob et al., 2012, 2013). In Joghurt konnten Levane als 

Stabilisatoren dienen (Xu et al., 2022a). Daneben fungieren Levane in Lebensmitteln als 

Ballaststoffe (Adamberg et al., 2015; Bello et al., 2001; Cheng et al., 2021; Xu et al., 2023) und 

könnten in der Medizin vielseitig eingesetzt werden (Bouallegue et al., 2020; de Siqueira et al., 

2020; Gamal et al., 2021; Lee et al., 2023; Pei et al., 2020; Sarilmiser et al., 2015; Srikanth et 

al., 2015a, 2015b; Taylan et al., 2019). Für pflanzliche Inuline sind gleichermaßen viele 

gesundheitlich positive Eigenschaften bekannt (Qin et al., 2023; Shoaib et al., 2016), während 

sie für bakterielle Inuline bisher nicht untersucht sind. Anders als pflanzliche Inuline werden 

bakterielle Inuline (noch) nicht industriell eingesetzt. Dabei haben mikrobielle Inuline durch ihre 

deutlich höheren Molekulargewichte andere Eigenschaften wie zum Beispiel erhöhte Löslich-

keit, Gelbildung und Lagerstabilität als pflanzliche Inuline (Ni et al., 2019, 2020). 
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Für jegliche Anwendung ist es von Vorteil, dass bakterielle α-Glucane und β-Fructane mit 

vergleichsweise wenig Ressourcen- und Energieaufwand synthetisierbar sind. So werden zur 

Synthese in wässriger Umgebung lediglich Saccharose und Bakterienkulturen oder isolierte 

Enzyme benötigt (Li et al., 2020). Gerade für den Einsatz in Lebensmitteln haben HoEPS 

gegenüber vielen anderen Polysacchariden und Zusatzstoffen einen Vorteil: HoEPS synthe-

tisierende Bakterien werden zur Fermentation von Lebensmitteln verwendet und viele von 

ihnen besitzen den generally recognized as safe (GRAS)-Status der U.S. Food and Drug 

Administration (FDA) und den qualified presumption of safety (QPS)-Status der European Food 

Safety Authority (EFSA). Das bedeutet, dass sie bedenkenlos in Lebensmitteln eingesetzt 

werden können. Eine in situ Synthese von erwünschten HoEPS kann den Einsatz von (vom 

Verbraucher unerwünschten) Zusatzstoffen vermeiden (Zannini et al., 2016). Die Eignung von 

HoEPS für eine bestimmte Anwendung hängt von ihren physikochemischen Eigenschaften ab, 

die wiederum durch die Strukturen bedingt sind (Hundschell et al., 2020a, 2020b; Nachtigall et 

al., 2023). Um diese Zusammenhänge zu verstehen und HoEPS mit gewünschten Eigen-

schaften gezielt synthetisieren zu können, ist eine möglichst genaue Kenntnis der molekularen 

Strukturen erforderlich.  
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2 Theoretische Hintergründe 

2.1 Methoden zur Strukturanalytik  

Der erste Schritt einer Strukturanalyse von (Ho)EPS ist häufig die Bestimmung der enthaltenen 

Monosaccharide. Diese erfolgt meist nach saurer Hydrolyse mit Schwefelsäure, Salzsäure, 

Oxalsäure oder Trifluoressigsäure (TFA) bei erhöhter Temperatur (60 - 130 °C) (Dimler et al., 

1954; Franz, 1991). Im Vergleich zu anderen Säuren bietet TFA den Vorteil, dass sie vollständig 

durch Verdampfung aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann (Biermann, 1988) und 

bei der anschließenden Analyse nicht stört. Die optimalen Bedingungen zur vollständigen 

Hydrolyse aller glycosidischen Bindungen unter minimalem Abbau der freigesetzten Mono-

saccharide sind nicht für alle HoEPS beschrieben. Grundsätzlich sind zur Hydrolyse von 

α-Glucanen vergleichsweise harsche Bedingungen nötig. Sie werden zum Beispiel mit 2 M TFA 

bei 121 °C für 90 min oder 3 M TFA bei 130 °C für 2 h hydrolysiert (Dimler et al., 1954; Fels et 

al., 2018; Tan et al., 2022), wonach Fructose in der Regel nicht mehr nachweisbar ist. Für 

β-Fructane sind mildere Bedingungen, wie 1 M TFA bei 60 oder 70 °C für 30 min, empfehlens-

wert (Franz, 1991; Pollock & Cairns, 1991). Nach der Hydrolyse erfolgt die Quantifizierung der 

Monosaccharide häufig über Hochleistungsflüssigchromatographie oder Gaschromatographie 

(GC). Für GC-Analysen ist der apparative Aufwand vergleichsweise gering, allerdings müssen 

Monosaccharide für die gaschromatographische Trennung derivatisiert werden. Hierbei sollte 

eine Reduktion der anomeren Kohlenstoffatome für die gleichzeitige Analyse von Glucanen 

und Fructanen vermeiden werden, da sowohl aus Glucose als auch aus Fructose ein Sorbit-

Derivat erhalten wird (Ruiz-Matute et al., 2011). Flüssigchromatographisch können Mono-

saccharide über Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC) gekoppelt mit 

gepulster amperometrischer Detektion (PAD) ohne Derivatisierung quantifiziert werden 

(Cataldi et al., 2000).  

 

Die 1H- und 13C-Flüssig-Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie eignet sich, um HoEPS zer-

störungsfrei anhand ihrer Hauptverknüpfungstypen zu unterscheiden. Außerdem liefert sie 

grobe Informationen über die enthaltenen Verzweigungen. Zur detaillierten Strukturaufklärung 

von EPS eignen sich zweidimensionale Experimente wie correlated sprectroscopy (COSY) 

oder heteronuclear single quantum coherence (HSQC)-Experimente (Matulová et al., 2011; 

van Leeuwen et al., 2008b). Allerdings lassen sich Strukturelemente, die nur einen kleinen 

Anteil an der Gesamtstruktur ausmachen, meist nicht nachweisen. Dies liegt neben der zu 

geringen Empfindlichkeit an Signalüberlappungen durch ähnliche chemische Verschiebungen 

der Atomkerne in HoEPS. Meistens müssen die genauen chemischen Verschiebungen anhand 

von bekannten Einheiten (Polysaccharide mit einem Verknüpfungstyp oder Oligosaccharide) 

bestimmt werden (Münkel et al., 2020). Eine erfolgreiche Zuordnung erlaubt Einblicke in die 

Feinstrukturen von HoEPS, liefert allerdings keine Informationen über die Anordnung der 
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einzelnen Strukturelemente innerhalb der HoEPS. Außerdem bilden manche EPS Gele oder 

hoch viskose Lösungen, was zu Signalverbreiterung und damit reduzierter Auflösung führen 

kann (El Hariri El Nokab & van der Wel, 2020). Für wasserunlösliche Glucane muss zudem 

individuell ein geeignetes Lösungsmittel gefunden werden (zum Beispiel Dimethylsulfoxid-d6 

(DMSO-d6) (Choma et al., 2013; Münkel et al., 2019; Puanglek et al., 2016) oder NaOD in D2O 

(Wang et al., 2007; Wangpaiboon et al., 2020)), in dem die Glucane vollständig gelöst sind und 

die Viskosität der Lösung nicht zu hoch ist. Dies erschwert die Analyse wasserunlöslicher 

HoEPS mit Flüssig-NMR-Spektroskopie.  

 

Eine universelle Methode zur Bestimmung der Verknüpfungstypen stellt die Methylierungs-

analyse dar, mit der auch in wasserunlöslichen HoEPS alle glycosidischen Bindungen und ihre 

Anteile ermittelt werden können. Hierzu werden die frei vorliegenden Hydroxygruppen der 

HoEPS methyliert und die glycosidischen Bindungen hydrolysiert. Anschließend werden die 

partiell methylierten Monosaccharide unter Deuterium-Markierung des anomeren Kohlen-

stoffatoms reduziert und alle durch Hydrolyse und Reduktion frei gewordenen Hydroxygruppen 

acetyliert. Die Analyse der partiell methylierten Alditolacetate (PMAA) erfolgt gaschromato-

graphisch mit massenspektrometrischer und Flammenionisationsdetektion (GC-MS/FID) 

(Ciucanu & Kerek, 1984; Harris et al., 1984). Die PMAA sind über ihre charakteristischen 

Fragmentierungsmuster aus der Elektronenstoßionisation identifizierbar. Hierbei werden 

bevorzugt Bindungen zwischen zwei methoxylierten Kohlenstoffatomen gespalten, wodurch 

wenige Primärfragmente entstehen, von denen teilweise charakteristische Neutralfragmente 

abgespalten werden (Björndal et al., 1967). In Ermangelung von PMAA-Standardsubstanzen 

wird meist die FID zur (semi)quantitativen Auswertung herangezogen, da hierfür Response-

faktoren berechenbar sind (Sims et al., 2018). Anders als bei der NMR-Spektroskopie werden 

auch Verknüpfungen mit geringem prozentualem Anteil erfasst, jedoch keine Informationen 

über die (anomeren) Konfigurationen erhalten. Zudem wird die Methylierungsanalyse nicht 

immer durchgeführt, da der experimentelle Aufwand vergleichsweise hoch ist. Den Grundstein 

für die Methylierungsanalyse legten die Alkylierungsverfahren von Purdie & Irvine (1903) sowie 

Haworth (1915), die von Hakomori (1964) optimiert wurden. Hierbei werden die Kohlenhydrate 

mit Methyliodid permethyliert, wobei frisch aus DMSO und NaH generierte Methylsulfinyl-

carbanionen die Hydroxygruppen deprotonieren. Diese Methode wurde von Ciucanu & Kerek 

(1984) durch die Verwendung von NaOH als Base für bessere Ausbeuten optimiert. Bis heute 

werden Polysaccharide im Zuge der Methylierungsanalyse meist nach der Methode von 

Ciucanu & Kerek (1984) methyliert und dafür zunächst in DMSO gelöst bzw. gequollen und 

durch NaOH(s) deprotoniert. Nach der Methylierung durch Methyliodid werden sie in der Regel 

mit TFA hydrolysiert (Carpita et al., 1991; Fels et al., 2018; van Geel-Schutten et al., 1999; Sims 

et al., 2018). Die freigesetzten partiell methylierten Monosaccharide werden dann durch NaBD4 

in alkalischem Milieu reduziert. Die Verwendung von 1-Methylimidazol als Katalysator erlaubt 

die anschließende Acetylierung der freien Hydroxygruppen durch Acetanhydrid ohne vor-

herige Borat-Entfernung (Blakeney et al., 1983; Sims et al., 2018). Mit dieser Methode können 

alle Derivatisierungsschritte (Abbildung 2.1) in einem Reaktionsgefäß durchgeführt werden, 

wodurch Analytverluste vermieden werden (Harris et al., 1984). 
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Abbildung 2.1: Schritte der Methylierungsanalyse am Beispiel eines Glucanausschnitts: 

Quellen/Lösen der Probe in Dimethylsulfoxid (DMSO), Deprotonierung durch NaOH(s), Methylierung 

durch Methyliodid (MeI) jeweils mit anschließender Ultraschallbehandlung (     ), Hydrolyse durch 

Trifluoressigsäure (TFA), Reduktion durch NaBD4 und Acetylierung durch Acetanhydrid (Ac2O). Die 

Analyse der partiell methylierten Alditolacetate erfolgt durch Gaschromatographie mit massenspektro-

metrischer und Flammenionisationsdetektion (GC-MS/FID).  

Durch die vielen Derivatisierungsschritte und die Vielzahl unterschiedlicher HoEPS existieren 

viele Variablen, die die Ergebnisse der Methylierungsanalyse beeinflussen können. Ein 

Problem ist die unvollständige Methylierung der Hydroxygruppen, was als Untermethylierung 

bezeichnet wird und zur Überbestimmung von mehrfach substituierten Einheiten führt. Zur 

Vermeidung von Untermethylierung werden die Schritte zur Methylierung meist zweimal 

durchgeführt (Li et al., 2012; Sims et al., 2018). Das Problem der Untermethylierung besteht 

vor allem bei in DMSO unlöslichen HoEPS. Zur besseren Quellung werden häufig Ultraschall-

behandlungen vor der Derivatisierung, nach Zugabe von NaOH(s) und nach Zugabe von 

Methyliodid angewandt (Fels et al., 2018; Li et al., 2012; Wangpaiboon et al., 2020). Jedoch ist 

auch bekannt, dass Ultraschalleinwirkung bei Polysacchariden zu Kettenbrüchen führen kann 

(Basedow et al., 1978; Cui & Zhu, 2021; Huang et al., 2015; Kardos & Luche, 2001), was folglich 

in einer Überbestimmung von terminalen Einheiten resultieren würde. Daneben können die 

Bedingungen während der Hydrolyse die erhaltenen Ergebnisse beeinflussen. Auch für die 

Hydrolyse im Rahmen der Methylierungsanalyse ist TFA besonders geeignet, da sie durch 

Evaporation aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann, was die anschließende 

Reduktion durch NaBD4 in alkalischem Milieu vereinfacht (Pettolino et al., 2012; Sims et al., 

2018). Im Rahmen der Hydrolyse sollen die glycosidischen Bindungen der methylierten HoEPS 

vollständig gespalten werden, ohne dass ein Abbau der bereits freigesetzten partiell 

methylierten Monosaccharide stattfindet. Da Hydrolyserate und Abbaureaktionen von den vor-

liegenden Polysacchariden (α-/β-Konfiguration, Pyranose/Furanose, Aldose/Ketose) abhängen 

TFA1.DMSO 

2.NaOH(s)

3.MeI

Ac2ONaBD4
GC-MS/FID
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(Biermann, 1988), sind je nach HoEPS unterschiedliche Bedingungen nötig (Sims et al., 2018). 

Für bakterielle α-Glucane wurde im Zuge der Methylierungsanalyse 2 M TFA bei 121 °C für 

1,5 - 2 h bzw. bei 125 °C für 1 h oder 2,5 M TFA bei 100 °C für 4 h beschrieben (Fels et al., 

2018; Kralj et al., 2004a, 2004b; Maina et al., 2011; Wangpaiboon et al., 2020), während für 

Fructane 1 M TFA bei 70 °C für 30 min oder 2 M TFA bei 60 °C für 30 min verwendet wurde 

(Carpita et al., 1991; Pollock et al., 1979). Bei der Reduktion der Ketose Fructose entstehen die 

zwei Epimere Sorbit und Mannit. Entsprechend entstehen in der Methylierungsanalyse Sorbit- 

und Mannit-Derivate (Abbildung 2.2). Sind in der Probe Fructane mit 2,6- und 2,1-glyco-

sidischen Bindungen vorhanden, werden neben beiden Sorbit-Derivaten zwei koeluierende 

Mannit-Derivate erhalten. Letztere unterscheiden sich lediglich in der Position des Deuterium-

atoms. Dadurch können sie massenspektrometrisch differenziert, jedoch nicht einzeln über die 

FID-Peakfläche quantifiziert werden (Kralj et al., 2018; Sims et al., 2018).  

 

Abbildung 2.2: Partiell methylierte Alditolacetate, die in der Methylierungsanalyse aus 2,6- und 

2,1-verknüpfter Fructofuranose (Fruf) entstehen. Die durch die Reduktion mit NaBD4 gebildeten 

Stereozentren sind mit Sternchen (*) markiert. Die Mannit-Derivate von 2,6- und 2,1-Fruf koeluieren und 

können über die Differenz im Masse-zu-Ladungsverhältnis ihrer Fragmente von 1 m/z unterschieden 

werden. Die Masse-zu-Ladungsverhältnisse der Primärfragmente sind beispielhaft an beiden Sorbit-

Derivaten eingezeichnet. 

Ergänzend zur Methylierungsanalyse können Informationen über die Art der glycosidischen 

Bindungen und die Feinstrukturen der HoEPS mit Hilfe von endo-Hydrolasen erhalten werden 

(Fels et al., 2018; Katina et al., 2009; Shi et al., 2019; Yi et al., 2015). Endo-Fructanasen sowie 

endo-Glucanasen hydrolysieren spezifisch die unverzweigten Abschnitte der HoEPS mit dem 

entsprechenden Verknüpfungstyp (Inulinasen: β-2,1-Fruf, Levanasen: β-2,6-Fruf, Dextranasen: 

α-1,6-Glcp, Mutanasen: α-1,3-Glcp) und setzen dadurch Mono- und Disaccharide sowie 

verzweigte Oligo- und Polysaccharide frei. Außerdem können lineare Oligo- und Polysac-

charide mit den je nach endo-Hydrolase nicht-hydrolysierbaren Verknüpfungstypen freigesetzt 

werden. Weitere Informationen zu den vorliegenden Poly- und Oligosacchariden können durch 

den Einsatz von exo-Glucosidasen und exo-Fructosidasen erhalten werden (Burne et al., 1987; 

Sorbit-Derivat Mannit-Derivate

Koelution

Sorbit-Derivat

190

161

162

189

2,6-Fruf 2,1-Fruf
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Igarashi et al., 1992; Jeza et al., 2018; Khalikova et al., 2005; Wiater et al., 2005). Debranching-

Enzyme können von Dextranen die Seitenketten an Position O2 abspalten (Mitsuishi et al., 

1980; Miyazaki, 2023), während debranching-Enzyme mit anderer Substrat-Spezifität nicht 

beschrieben sind. Eine geeignete Trennung aller freigesetzten Oligosaccharide bietet die 

HPAEC, wobei die PAD eine empfindliche und selektive Detektion ermöglicht. Für eine 

eindeutige Identifizierung und Quantifizierung müssen die jeweiligen Oligosaccharide als 

Standardsubstanzen vorliegen. Da nur wenige Oligosaccharide aus HoEPS kommerziell 

erhältlich sind, ist es oft notwendig die verschiedenen Oligosaccharide präparativ zu isolieren 

und ihre Strukturen aufzuklären. Bisher erfolgte dies hauptsächlich für Oligosaccharide aus 

Dextranen bzw. Dextran-ähnlichen Glucanen, wobei die NMR-Spektroskopie zur Struktur-

aufklärung der Oligosaccharide verwendet wurde (Maina et al., 2011; Münkel et al., 2019, 2020; 

Münkel & Wefers, 2019). Mithilfe von MS/MS können ebenfalls Rückschlüsse auf die Oligo-

saccharidstrukturen gezogen werden, allerdings ist mit dieser Methode allein meist keine 

eindeutige Strukturaufklärung möglich (Maina et al., 2013; Yi et al., 2015). Viele endo-

Hydrolasen können aufgrund ihres pH-Optimums im schwach sauren Bereich in Reinstwasser 

ohne Puffer hydrolysieren, wodurch eine Beeinflussung der anschließenden chromato-

graphischen Trennung der Hydrolyseprodukte durch Puffersalze oder deren vorherige 

Abtrennung vermieden werden kann. Nicht kommerziell erhältliche Hydrolasen können im 

Labor aus Kulturen der Herkunftsorganismen isoliert oder rekombinant hergestellt werden. 

Wenn geeignete Enzyme nicht vorliegen, bietet die partielle Säurehydrolyse eine Alternative. 

Allerdings ist diese weniger spezifisch als die enzymatische Hydrolyse. Auch wenn 

Unterschiede in der Säurelabilität verschiedener glycosidischer Bindungen existieren und 

Seitenketten scheinbar bevorzugt hydrolysiert werden (Sidebotham, 1974), werden sehr 

heterogene Produktspektren erhalten und häufig dominieren Oligosaccharide mit dem 

Hauptverknüpfungstyp die Chromatogramme der Hydrolysate. Dadurch ist eine vergleichende 

Analyse der Feinstrukturen verschiedener HoEPS nicht möglich. 

 

Abgesehen von den glycosidischen Bindungen und den Feinstrukturen sind die 

Größenverteilung und Anordnung der HoEPS-Moleküle wichtige Strukturmerkmale. Zur 

Bestimmung der Molekülgröße von HoEPS eignet sich die Hochleistungsgrößenausschluss-

chromatographie (HPSEC) (Han et al., 2021; Isenberg et al., 2010; Kim et al., 1982; Merienne 

et al., 2000; Nachtigall et al., 2023; Ronkart et al., 2007). Hierbei werden die Moleküle nach 

ihrem hydrodynamischen Volumen getrennt und die Bestimmung der Molekulargewichte 

erfolgt häufig über Vergleichsstandards und Brechungsindex (RI)-Detektion. Alternativ kann 

das absolute Molekulargewicht über einen zusätzlich zum RI-Detektor angeschlossenen Mehr-

winkellaserlichtstreu (MALLS)-Detektor ermittelt werden. Voraussetzung hierfür ist, dass das 

RI-Inkrement vorher ermittelt wurde und die exakte Probenmenge bekannt ist (Matson et al., 

2024). Das bedeutet, dass das Polysaccharid möglichst rein vorliegen und vollständig im 

Eluenten gelöst sein muss, was besonders für wasserunlösliche Polysaccharide eine 

Herausforderung darstellt. Neben N,N-Dimethylacetamid (DMAc) wird in vielen Studien DMSO 

mit Salzzusätzen als Lösungsmittel für Polysaccharide und Elutionsmittel für die HPSEC 

verwendet (Merienne et al., 2000; Qin et al., 2013; Schult et al., 2002; Yokoyama et al., 1998).  
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Informationen über starre und bewegliche sowie kristalline Bereiche wasserunlöslicher HoEPS 

können die Festkörper-NMR-Spektroskopie und die Röntgendiffraktion (XRD) liefern. In 

13C-magic angle spinning (MAS)-direct polarization-NMR-Spektren sind vor allem Peaks der 

mobilen Atomkerne eines Polysaccharids zu sehen, während in 13C-MAS-cross polarization-

NMR-Spektren bei kurzer Kontaktzeit Peaks von Atomkernen in starren und bei längerer 

Kontaktzeit zusätzlich Peaks von Atomkernen in weniger starren, aber nicht beweglichen 

Regionen zu sehen sind (Perez Garcia et al., 2012; Renard & Jarvis, 1999; Wang & Hong, 2016). 

Darüber hinaus weisen schmale Peaks und eine gute Auflösung in cross polarization-NMR-

Spektren darauf hin, dass alle chemisch identischen Atomkerne auch ähnliche magnetische 

Umgebungen haben, was entweder in Kristallen oder in flüssigen Proben (häufig auch 

hydratisierte, amorphe Polysaccharide) der Fall ist. Bei Letzteren gleicht die Kettenbewegung 

die unterschiedlichen magnetischen Umgebungen aus (Poulhazan et al., 2018). Breite Peaks 

in cross polarization-NMR-Spektren deuten dagegen auf unterschiedliche magnetische Umge-

bungen hin, was in starren, amorphen Strukturen der Proben der Fall ist (Horn et al., 1987). 

Die aus den Spektren erhaltenen Informationen über die Beweglichkeit lassen sich über die 

chemischen Verschiebungen der Atomkerne den Einheiten im Polysaccharid zuordnen. Bei 

ausreichend großen kristallinen Bereichen in HoEPS sind Peaks in Abhängigkeit von der 

Kristallstruktur bei unterschiedlichen Beugungswinkeln im Röntgendiffraktogramm zu sehen. 

Dadurch können Strukturunterschiede in den kristallinen Bereichen zwischen verschiedenen 

HoEPS identifiziert werden. Das Verhältnis von kristallinen zu amorphen Bereichen ist bei 

Polysacchariden häufig nicht bestimmbar (Seidi et al., 2022). 

 

Eine weitere Herausforderung bei der Analyse von HoEPS ist, dass bei fermentativen HoEPS-

Synthesen eine Mischung aus Glucanen und Fructanen entstehen kann. Einige Analysen 

können problemlos aus der Mischung erfolgen (beispielsweise Oligosaccharidanalyse nach 

enzymatischer Hydrolyse). Bei anderen Methoden ergeben sich Schwierigkeiten, wie Signal-

überlappungen in der NMR-Spektroskopie oder unterschiedliche Probenvorbereitungen zur 

Analyse von Monosacchariden oder Bindungstypen. Hier kann die Trennung von Glucanen und 

Fructanen hilfreich sein, was in der Literatur jedoch selten beschrieben wurde. Birkhed et al. 

(1979) verwendeten wässrige Ba(OH)2-Lösung zur selektiven Präzipitation von Fructanen aus 

der Mischung. Andere Autoren nutzten die fraktionierende Präzipitation mit unterschiedlichen 

Ethanolkonzentrationen, was allerdings nur bei großen Molekulargewichtsunterschieden 

geeignet und deshalb selten anwendbar ist (Sidebotham, 1974). Alternativ ist ein selektiver 

Abbau von jeweils einem der HoEPS durch enzymatische Hydrolyse und anschließender 

Abtrennung der entstandenen Hydrolyseprodukte möglich. Hierfür ist ein vollständiger Abbau 

zu niedermolekularen Poly-/Oligosacchariden und eine ausreichende Probenmenge Voraus-

setzung.  
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2.2 α-Glucane 

α-Glucane werden durch GS von Milchsäurebakterien synthetisiert, wobei viele Stämme den 

Gattungen Streptococcus, Lactobacillus, Oenococcus, Weissella und Leuconostoc angehören 

(CAZy, 2024; Kralj et al., 2004a; Nachtigall et al., 2023; Rühmkorf et al., 2013; Tsumuraya & 

Misaki, 1979; Vuillemin et al., 2018). Beim Vorliegen von Saccharose können die Bakterien 

beachtliche Mengen wasserlöslicher und -unlöslicher α-Glucane bilden. 

2.2.1 Glucansucrasen & Glucanhydrolasen 

Glucansucrasen (GS, in der Literatur häufig unspezifisch Glucosyltransferase (GTF) genannt) 

sind extrazelluläre Enzyme, die je nach Art der von ihnen synthetisierten Glucane auch als Dex-

transucrasen (enzyme commission Nummer (EC) 2.4.1.5) und Mutansucrasen (EC 2.4.1.125) 

bezeichnet werden (Leemhuis et al., 2013; van Hijum et al., 2006). Anhand ihrer Aminosäure-

sequenz werden GS von der Carbohydrate active enzymes Datenbank (CAZy) in die Glycoside 

Hydrolase (GH) Familie 70 eingeordnet (CAZy, 2024). GH70-Enzyme sind mit GH13- und 

GH77-Enzymen eng verwandt und bilden mit ihnen den GH-H Clan. Seit 2010 wurden mehrere 

Kristallstrukturen (gekürzter) GS aufgeklärt (Brison et al., 2012; Ito et al., 2011; Pijning et al., 

2008, 2012; Schormann et al., 2023; Vujicic-Zagar et al., 2010). Die meisten GS haben vier 

Regionen: Ein Signalpeptid, eine N-terminale variable Region mit verschiedenen Aminosäure-

Wiederholeinheiten, eine konservierte katalytische Domäne und eine C-terminale Glucan-

Bindedomäne (GBD) (Leemhuis et al., 2013; Meng et al., 2016b; Molina et al., 2021). Alle GS 

benötigen Ca2+ zur Stabilisierung ihrer Struktur und besitzen drei katalytische Aminosäuren: 

eine Asparaginsäure als Nukleophil, eine als Säure/Base fungierende Glutaminsäure und eine 

den Übergangszustand stabilisierende Asparaginsäure. GS katalysieren mit einem 

„α-retaining“-Mechanismus, was bedeutet, dass sich die Glcp vor und nach der Reaktion in 

α-Konfiguration befindet. Dies wird durch ein Zwischenprodukt ermöglicht: Das Sauerstoffatom 

der glycosidischen Bindung des Substrats Saccharose wird durch Glutaminsäure protoniert, 

sodass Aspartat nukleophil am anomeren Kohlenstoffatom der Glcp angreifen und diese in 

β-Konfiguration kovalent binden kann. Die Fruf-Einheit wird freigesetzt. Glutamat deprotoniert 

eine Hydroxygruppe am nicht-reduzierenden Ende eines Akzeptormoleküls, sodass das freie 

Elektronenpaar nukleophil am anomeren Kohlenstoffatom der β-Glcp-Einheit angreifen kann. 

Das Akzeptormolekül verlässt das aktive Zentrum um eine Glcp-Einheit verlängert. Neben 

Saccharose und Glucanen können H2O oder andere Moleküle mit Hydroxygruppe als 

Akzeptormoleküle fungieren, was entsprechend zur Hydrolyse des Substrats oder zu einer 

sogenannten Akzeptorreaktion der GS führt (Leemhuis et al., 2013; Molina et al., 2021).  

 

Das Zwischenprodukt wird durch mehrere umliegende Aminosäuren so stabilisiert, dass sich 

die β-gebundene Glcp-Einheit an subsite (Position) -1 der GS (Nomenklatur nach Davies et al., 

1997) befindet. Weitere Bindestellen in Richtung nicht-reduzierendem Ende existieren nicht, 

sodass GS nur eine Glcp-Einheit und keine Di- oder Oligosaccharide übertragen. Die Tasche 
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des aktiven Zentrums und die Aushöhlung der GBD von verschiedenen GS unterscheiden sich. 

Anders als subsite -1 ist subsite +1 wenig konserviert, sodass verschiedene GS unter-

schiedliche Produktspezifitäten haben. Außerdem können Akzeptormoleküle häufig in ver-

schiedener Weise an eine GS binden, sodass diese GS die Bildung von zwei unterschiedlichen 

glycosidischen Verknüpfungen und Verzweigungen katalysiert (Leemhuis et al., 2013; Molina 

et al., 2021). Allerdings wurden bislang nur wenige GS beschrieben, die drei lineare 

Verknüpfungstypen (1,4-, 1,3- und 1,6-Verknüpfungen) synthetisieren können (Funane et al., 

2001; Hayacibara et al., 2004; van Leeuwen et al., 2008c). Mutationen in subsites +1 und +2 

sowie im aktiven Zentrum führen zu unterschiedlichen Verhältnissen der Bindungstypen und 

Feinstrukturen im Glucan. Die Substitution weniger Aminosäuren reicht, um die Struktur der 

synthetisierten Glucane grundlegend zu verändern (Gangoiti et al., 2018; Kang et al., 2011; 

Kralj et al., 2005; Meng et al., 2016a; Münkel et al., 2020; van Leeuwen et al., 2008a; van 

Leeuwen et al., 2009). Ein Aminosäurerest in subsite +2 scheint entscheidenden Einfluss auf 

das Produkt zu haben: Threonin in Dextransucrasen ist mit der Bildung von 1,6-Verknüpfungen 

und wasserlöslichen Glucanen assoziiert, während Asparaginsäure in Mutansucrasen mit der 

Bildung von 1,3-Verknüpfungen und wasserunlöslichen Glucanen verbunden zu sein scheint 

(Côté & Skory, 2014; Monchois et al., 2000; Schormann et al., 2023; Shimamura et al., 1994). 

Die GS DEX-N von Leuconostoc citreum ABK-1 synthetisiert Glucane, die sich in zwei 

Fraktionen aufteilen lassen: wasserlösliche, hauptsächlich 1,6-verknüpfte Glucane und 

wasserunlösliche, 1,3- und 1,6-verknüpfte Glucane (Wangpaiboon et al., 2020). Der Einfluss 

von N-terminalen und C-terminalen Domänen auf das Produktspektrum ist bisher nur für 

einzelne GS untersucht worden und nicht vollständig verstanden (Bechtner et al., 2022; Kralj 

et al., 2004b; Monchois et al., 1999). Außerdem liegen Hinweise vor, dass die Art der 

synthetisierten Bindung von der zuvor existierenden glycosidischen Bindung am nicht-

reduzierenden Ende abhängen kann (Molina et al., 2019; van Leeuwen et al., 2008a).  

 

Zur Bestimmung der Aktivität von GS werden verschiedene, unterschiedlich genaue Methoden 

angewandt (Vettori et al., 2011). Eine selten genutzte (beispielsweise von Bechtner et al., 2019; 

Hellmuth et al., 2008; Hill et al., 2019; Jang et al., 2006), aber sehr aussagekräftige und 

spezifische Methode ist die Quantifizierung von Glucose, Fructose und Saccharose in der 

Inkubationslösung. Hieraus lassen sich der Saccharoseumsatz, die Hydrolyse- und die 

Transferaseaktivität der GS berechnen. GS haben Temperaturoptima im Bereich von 

30 - 37 °C, manchmal bis 45 °C, und pH-Optima im Bereich von 5,0 - 6,0 (Côté & Skory, 2012; 

Kim et al., 2010; Kuramitsu, 1975; Miao et al., 2017; Song et al., 2016). Die 

Reaktionsbedingungen (Saccharosekonzentration, GS-Konzentration, Temperatur und pH-

Wert) während der Glucansynthese beeinflussen neben der Ausbeute und Molekülgröße den 

Verzweigungsgrad der Produkte (Côté & Robyt, 1983; Côté & Skory, 2015; Falconer et al., 

2011; Kim et al., 2003; Schmid et al., 2019). GS können in Lösung oder an Oberflächen 

gebunden Glucane synthetisieren, was Einfluss auf die Anteile der Bindungstypen im Glucan 

haben kann (Hayacibara et al., 2004; Kopec et al., 1997; Vacca-Smith et al., 1996). Manche GS 

benötigen bereits vorhandene Glucane, sog. „Primer-Glucane“, um aktiv zu sein (Côté & Skory, 

2016; Fukui et al., 1982; Fukushima et al., 1981; Konishi et al., 1999; Simpson et al., 1995). 
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Außerdem existieren sogenannte branching-Sucrasen, die an Position O2 oder O3 Glucose-

Einheiten an Dextrane anfügen (Brison et al., 2013; Côté & Robyt, 1983; Passerini et al., 2015; 

Vuillemin et al., 2016). 

 

Es existieren viele Glucan-spaltende Enzyme, die für die Strukturaufklärung von Glucanen 

nützlich sind (Kapitel 2.1). Von ihnen werden hier nur die für diese Arbeit relevanten beschrie-

ben: endo-Dextranase, endo-Mutanase und α-Amylase. Endo-Dextranasen (EC 3.2.1.11) 

werden sowohl von Pilzen als auch Bakterien exprimiert und gehören zu den Familien GH49 

(Pilze und Bakterien) und GH66 (nur Bakterien) (CAZy, 2024). Sie hydrolysieren α-1,6-

verknüpfte Glcp-Einheiten und haben Temperaturoptima im Bereich von 40 - 60 °C und pH-

Optima im Bereich von 5,0 - 6,5 (Hiraoka et al., 1973; Igarashi et al., 2004; Khalikova et al., 

2005; Pittrof et al., 2021; Virgen-Ortíz et al., 2015; Volkov et al., 2019; Walker & Dewar, 1975; 

Wanda & Curtiss, 1994). Verschiedene Dextranasen haben unterschiedliche Produktspektren 

(Pittrof et al., 2021; Wang et al., 2023). Endo-Mutanasen sind α-1,3-Glucanasen (EC 3.2.1.59), 

die neben Glucose 1,3-verknüpfte Nigero-Oligosaccharide freisetzten. Sie werden von Pilzen, 

Hefen und Bakterien synthetisiert, wobei die endo-Mutanasen von Pilzen und Hefen in GH71 

und die von Bakterien in GH87 eingeordnet werden (CAZy, 2024; Pleszczyńska et al., 2015). 

Allgemein haben bakterielle Mutanasen pH-Optima im Bereich von 5,0 - 8,5 und 

Temperaturoptima im Bereich von 40 - 55 °C (Boddapati & Gummadi, 2023; Buddana et al., 

2019; Pleszczyńska et al., 2015). Bei der Glucansynthese anwesende Dextranasen und/oder 

Mutanasen beeinflussen die entstehenden Glucane durch ihre Hydrolyseaktivität. Neben 

Produktmenge und Anteilen an wasserlöslichen und -unlöslichen Glucanen können sich die 

Morphologie und die Anteile der glycosidischen Bindungen ändern (Hayacibara et al., 2004; 

Inoue et al., 1982). Glucane mit konsekutiven α-1,4-Verknüpfungen können durch α-Amylasen 

in kleinere Oligo- und Polysaccharide hydrolysiert werden. Es sind zahlreiche α-Amylasen 

bekannt, die in GH13, GH57, GH119 und GH126 eingruppiert werden (Paul et al., 2021; 

Sundarram & Murphy, 2014). Anders als durch endo-Dextranasen freigesetzte Oligo-

saccharide (Kapitel 2.1) wurden durch endo-Mutanasen und α-Amylasen freigesetzte ver-

zweigte Oligosaccharide bisher nicht identifiziert und zur Feinstrukturanalyse von bakteriellen 

α-Glucanen verwendet. 
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2.2.2 Strukturen von bakteriellen α-Glucanen 

Sowohl wasserlösliche als auch wasserunlösliche α-Glucane sind strukturell sehr divers, wobei 

dieselben Strukturmerkmale in unterschiedlichen Anteilen auftreten können und das Lösungs-

verhalten mancher Glucane von den vorliegenden Bedingungen abhängen kann. Dennoch ist 

die Unterscheidung nach Löslichkeit aus praktischen Gründen sinnvoll. Einerseits sind beide 

Gruppen durch Zentrifugation einfach trennbar und andererseits benötigen sie unterschied-

liche analytische Herangehensweisen (Kapitel 2.1).  

2.2.2.1 Wasserlösliche α-Glucane 

Meistens werden wasserlösliche bakterielle α-Glucane nach den im Polysaccharid-Rückgrat 

vorliegenden glycosidischen Bindungen in Dextran (≥ 50 % 1,6-verknüpft), Reuteran (1,4- und 

1,6-verknüpft) und Alternan (alternierend 1,6- und 1,3-verknüpft) eingeteilt. Im Vergleich zu 

Dextran sind Alternan und Reuteran selten und werden nur von einzelnen Bakterienstämmen 

gebildet. Alternan wird neben Dextranen von einigen Leuconostoc Stämmen gebildet (Côté & 

Robyt, 1982; Holt, 2017; Misaki et al., 1980). Reuteran wird von Limosilactobacillus reuteri 

synthetisiert und hat circa 40 % 1,4-, 20 % 1,6- und 10 % 1,4,6-Verknüpfungen (Kralj et al., 

2002). Dahingegen werden Dextrane von vielen verschiedenen Bakterienarten synthetisiert, 

wodurch unterschiedliche Molekülgrößen und Strukturen existieren (Monsan et al., 2001; 

Zannini et al., 2016). Es wurden Molekulargewichte im Bereich von 0,1 bis 100 MDa bestimmt 

(Birkhed et al., 1979; Esmaeilnejad-Moghadam et al., 2019; Han et al., 2014; Llamas-Arriba et 

al., 2019; Shukla et al., 2014; Tang et al., 2018; Zarour et al., 2017). Neben den 1,6-

Verknüpfungen können Dextrane auch 1,3-Verknüpfungen enthalten. Die meisten Dextrane 

weisen Seitenketten an Position O3 auf; seltener finden sich Seitenketten an Position O2 oder 

O4 sowie Dextrane mit Seitenketten an zwei verschiedenen Positionen.  

 

Dextrane mit Seitenketten an Position O3 werden beispielsweise von Leuconostoc mesen-

teroides B-512 gebildet (circa 5 % 1,3,6-Glcp-Einheiten). Um die Länge der Seitenketten zu 

ermitteln, verwendeten Larm et al. (1971) einen schrittweisen chemischen Abbau, bei dem 

über β-Elimination jeweils eine terminale Einheit abspalten wurde. Die Produkte wurden durch 

Methylierungsanalyse untersucht und die Autoren folgerten, dass 40 % der Seitenketten 

monomer, 45 % dimer und der Rest oligomer vorliegen (Larm et al., 1971). Diese Methode ist 

allerdings durch unvollständige Derivatisierungen sehr fehlerbehaftet. Vielversprechender ist 

die enzymatische Hydrolyse, mit der Taylor et al. (1985) Glucane von Leuconostoc mesen-

teroides B-512 und Streptococcus viridans NRRL B-3949 untersuchten. Sie isolierten die 

Produkte nach endo-Dextranase-Hydrolyse chromatographisch (C18-Säule) und untersuchten 

die Strukturen der erhaltenen Oligosaccharide mittels α-1,6-Glucosidase und Methylierungs-

analyse. Die Ergebnisse wiesen auf Isomalto-Oligosaccharide mit monomeren oder dimeren 

(1,6-verknüpften) Seitenketten an Position O3 hin (Taylor et al., 1985). Eine detailliertere 

Strukturaufklärung enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide führten Maina et al. (2011) 

durch. Sie hydrolysierten Dextrane von Weissella confusa VTT E-90392 mit endo-Dextranase 
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und α-Glucosidase und isolierten die entstandenen Tetra- bis Hexasaccharide mittels 

Gelpermeationschromatographie (Bio-Gel P-2). Die Ergebnisse aus NMR-Spektroskopie, 

Methylierungsanalyse und MS zeigten, dass es sich um an Position O3 substituierte Isomalto-

Oligosaccharide mit mono- und dimeren, 1,6-verknüpften Seitenketten handelte (Maina et al., 

2011). Die Dextrane von Liquorilactobacillus hordei TMW 1.1822 und die (teilweise 

wasserunlöslichen) Glucane einer GS von Latilactobacillus curvatus TMW 1.624 wurden von 

Münkel & Wefers (2019) untersucht. Nach endo-Dextranase-Hydrolyse wurden auch hier 

Oligosaccharide isoliert (Bio-Gel P-2, PGC-Säule) und ihre Struktur mittels MS und NMR-

Spektroskopie aufgeklärt. Es handelte sich um Isomalto-Oligosaccharide mit mono-, di- und 

trimeren (1,6-verknüpften) Seitenketten an Position O3, ähnlich den von Maina et al. (2011) 

isolierten Oligosacchariden. Die unterschiedlichen Peakintensitätsverhältnisse in den HPAEC-

PAD-Chromatogrammen der Hydrolysate der Glucane von Liquorilactobacillus hordei und 

Latilactobacillus curvatus verdeutlichten, dass die Strukturelemente in unterschiedlichen 

Verhältnissen vorlagen. Die Glucane von Liquorilactobacillus hordei wiesen einen höheren 

Anteil an oligomeren Seitenketten auf (Münkel & Wefers, 2019). Das Oligosaccharidprofil nach 

endo-Dextranase-Hydrolyse zeigte ebenfalls, dass die Glucane von der GS Lc6255 aus 

Leuconostoc citreum TMW 2.1194 ähnliche Strukturen wie die Glucane von Latilactobacillus 

curvatus besaßen (Münkel et al., 2019). Daneben existieren Dextrane mit Verzweigungen 

durch 1,4,6-Glcp-Einheiten. Die von einer GS aus Limosilactobacillus reuteri TMW 1.106 und 

der GS Lc1785 von Leuconostoc citreum TMW 2.1194 synthetisierten Dextrane wurden 

hinsichtlich ihrer Verzweigungen analysiert. Wie für die an Position O3 verzweigten Dextrane 

wurden die durch endo-Dextranase-Hydrolyse freigesetzten Oligosaccharide isoliert und ihre 

Struktur aufgeklärt. Es handelte sich um unterschiedlich lange Isomalto-Oligosaccharide mit 

Verzweigungen an Position O4. Alle Oligosaccharide aus den Dextranen von 

Limosilactobacillus reuteri hatten eine terminale Glcp-Einheit an Position O4 gebunden, was 

demonstrierte, dass die Seitenketten hauptsächlich eine Einheit lang waren. Außerdem wurden 

Oligosaccharide isoliert, die im Abstand von zwei und drei 1,6-Glcp-Einheiten Verzweigungen 

haben. Dahingegen wurden aus den Glucanen von Lc1785 Isomalto-Oligosaccharide mit 

dimeren, 1,6-verknüpften Seitenketten an Position O4 freigesetzt. Weitere Peaks mit geringerer 

Intensität in den HPAEC-PAD-Chromatogrammen weisen auf zusätzliche unbekannte 

Oligosaccharide hin. Das bedeutet, dass neben den bekannten Strukturelementen weitere 

Strukturelemente vorlagen (Münkel et al., 2019; Münkel & Wefers, 2019). An Position O2 

verzweigte Dextrane werden von Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 durch eine 

Kombination mehrerer GS synthetisiert (Fabre et al., 2005; Kobayashi et al., 1984). Zusätzlich 

wurden Dextrane, die sowohl durch 1,2,6- als auch 1,3,6-Glcp-Einheiten verzweigt sind, in der 

Literatur beschrieben (Maina et al., 2008; Münkel et al., 2019; Slodki et al., 1986).  

 

Dextrane, die neben den 1,6-Verknüpfungen auch 1,3-Verknüpfungen enthalten, sind von 

zahlreichen Bakterien bekannt (Birkhed et al., 1979; Funane et al., 2001; Pearce et al., 1990), 

wobei einige dieser Dextrane zusätzlich Verzweigungen durch 1,3,6-Glcp-Einheiten besitzen. 

Verschiedene Streptococcus-Arten bilden derartige Dextrane (Birkhed et al., 1979), von denen 

die Dextrane von Streptococcus mutans UA159 näher untersucht wurden. Die Glucane und 
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die aus ihnen durch partielle Säurehydrolyse freigesetzten und chromatographisch isolierten 

(Bio-Gel P-2, CarboPac PA-1) Oligosaccharide wurden mittels Methylierungsanalyse und 

NMR-Spektroskopie analysiert. Es handelte sich um 1,6- und 1,3-verknüpfte Glucane (54 bzw. 

18 %) mit Verzweigungen durch 1,3,6-verknüpfte Glcp-Einheiten (14 %) (Li et al., 2012). Auch 

wenn die isolierten Oligosaccharide strukturell aufgeklärt wurden (ausschließlich 1,6- und 

ausschließlich 1,3-verknüpfte Oligosaccharide sowie vier Oligosaccharide mit 1,3- und 1,6-

Verknüpfungen), gehen durch die partielle Säurehydrolyse Informationen über ihre Anordnung 

in den Glucanen verloren (Kapitel 2.1). Dadurch kann beispielsweise nicht bestimmt werden, 

ob die 1,3-Verknüpfungen in den Seitenketten eines 1,6-verknüpften Rückgrats vorkommen 

oder ob das Rückgrat aus 1,3- und 1,6-Verknüpfungen besteht.  

 

Wasserlösliche Glucane, die neben 1,6- und 1,3-Verknüpfungen auch 1,4-Verknüpfungen 

aufweisen, sind selten. Die rekombinant hergestellte GS DSRT5 aus Leuconostoc 

mesenteroides B-512F synthetisiert 90 % wasserunlösliche und nur 10 % wasserlösliche 

Glucane. Während die wasserunlöslichen Glucane laut Methylierungsanalyse aus 1,3- und 1,6-

verknüpfter Glcp bestehen, wurden für die wasserlöslichen Glucane 1,3-, 1,4- und 1,6-

Verknüpfungen (19, 15 bzw. 41 %) und Verzweigungen durch 1,3,6-Glcp-Einheiten (15 %) 

sowie 1,4,6-Glcp-Einheiten (2 %) beschrieben (Funane et al., 2001). Hier ist zu beachten, dass 

die 1,4,6-Glcp-Einheiten auch durch Untermethylierung fehlerhaft bestimmt sein können. Da-

neben wurden Dextrane mit 1,3- und 1,4-Verknüpfungen (jeweils circa 10 %), die durch 1,3,6- 

und 1,4,6-Glcp (jeweils circa 10 %) verzweigt sind, auch von der GS GTF-I von Streptococcus 

mutans beschrieben. Allerdings synthetisiert auch diese GS primär wasserunlösliche Glucane 

(Hayacibara et al., 2004). 

 

2.2.2.2 Wasserunlösliche α-Glucane 

Nach derzeitigem Kenntnisstand finden sich unter den α-Glucan produzierenden Bakterien vor 

allem in den Gattungen Leuconostoc, Lentilactobacillus und Streptococcus Stämme, die 

wasserunlösliche α-Glucane synthetisieren. Häufig werden 1,3-Glcp-Einheiten in Glucanen mit 

deren Wasserunlöslichkeit in Verbindung gebracht. Die Literaturdaten zeigen jedoch, dass die 

meisten wasserunlöslichen Glucane sowohl 1,3- als auch 1,6-verknüpft sind, wobei die Anteile 

an 1,3- und 1,6-Verknüpfungen stark variieren. Es gibt wasserunlösliche Glucane mit weniger 

als 5 % 1,3-Verknüpfungen (von Lentilactobacillus hilgardii; Münkel & Wefers, 2019; Pidoux et 

al., 1990) und fast ausschließlich 1,3-verknüpfte Glucane (von GTF-J aus Streptococcus 

salivarius; Simpson et al., 1995; Kobayashi et al., 2017). Dabei werden Glucane, die mehr als 

50 % 1,3-Verknüpfungen enthalten, meistens Mutane genannt. Manche Autoren bezeichnen 

allerdings auch wasserunlösliche Glucane, die weniger als 50 % 1,3-Verknüpfungen enthalten, 

als Mutane. Wie bei den wasserlöslichen Glucanen wurden wasserunlösliche Glucane, die 

zusätzlich zu 1,3- und 1,6-Verknüpfungen auch 1,4-Verknüpfungen aufweisen, selten 

gefunden. Verzweigungen resultieren häufig aus 1,3,6-Glcp- und selten aus 1,2,6-Glcp-

Einheiten. 1,3,4-verknüpfte Glcp-Einheiten wurden bisher nicht mit Sicherheit nachgewiesen, 
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da deren Auftreten ebenfalls auf Artefaktbildung bei der Methylierungsanalyse zurückzuführen 

sein könnte. Für wasserunlösliche Glucane wurden Verzweigungsgrade bis 20 % beschrieben, 

wobei Verzweigungsgrade über 10 % selten sind. Daneben existieren vermutlich unverzweigte 

wasserunlösliche Glucane (Côté et al., 1999; Côté & Leathers, 2009; Côté & Skory, 2012; Ebisu 

et al., 1974; Funane et al., 2001; Hare et al., 1978; Hayacibara et al., 2004; Inoue et al., 1988; 

Jeanes et al., 1954; Kobayashi et al., 2017; Kopec et al., 1997; Li et al., 2012; Monchois et al., 

1999; Monsan et al., 2001; Münkel & Wefers, 2019; Pearce et al., 1990; Slodki et al., 1986; 

Tsumuraya & Misaki, 1979; Wangpaiboon et al., 2020; Wiater et al., 1999, 2012; Zannini et al., 

2016). Die Strukturen von 1,3- und 1,6-verknüpften Glucanen mit Verzweigungen durch 1,3,6-

Glcp-Einheiten sind in Abbildung 2.3 dargestellt. 

Abbildung 2.3: Strukturausschnitte bisher beschriebener wasserunlöslicher α-Glucane, die von 

Bakterien gebildet werden (Côté et al., 1999; Münkel & Wefers, 2019; Münkel et al., 2019).  

Hauptsächlich 1,6-verknüpfte wasserunlösliche Glucane mit 3 - 6 % 1,3-Glcp und 6 - 7 % 1,3,6-

Glcp wurden von Lentilactobacillus hilgardii beschrieben (Münkel & Wefers, 2019; Pidoux et 

al., 1990). Die HPAEC-PAD-Analyse der durch endo-Dextranase-Hydrolyse freigesetzten 

Oligosaccharide demonstrierte, dass die 1,6-verknüpften Abschnitte dieser Glucane eine 

ähnliche Feinstruktur aufwiesen wie die Glucane von Latilactobacillus curvatus, die keine 1,3-

Verknüpfungen enthielten (Kapitel 2.2.2.1; Münkel & Wefers, 2019). Möglicherweise befanden 

sich die 1,3-Verknüpfungen der Lentilactobacillus hilgardii Glucane in den wasserunlöslichen, 

nicht mittels HPAEC-PAD bestimmten Hydrolyseprodukten, wie es für ähnliche Glucane bereits 

gezeigt wurde (Fels et al., 2018). 

 

1,3- und 1,6-verknüpfte wasserunlösliche Glucane sind von Leuconostoc und Streptococcus 

bekannt, wobei nur wenige Glucane detailliert untersucht wurden. Die wasserunlöslichen 

Glucane der GS DEX-N von Leuconostoc citreum ABK-1 wiesen 30 % 1,3-Verknüpfungen und 

60 % 1,6-Verknüpfungen sowie 4 % 1,3,6-Verknüpfungen auf. Die Ergebnisse der HPAEC-

PAD-Analyse der Produkte aus partieller Säurehydrolyse deuteten darauf hin, dass sowohl 

konsekutiv 1,3- als auch konsekutiv 1,6-verknüpfte Abschnitte vorlagen (Wangpaiboon et al., 
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2020). Die Glucane der GS Lc1215 und Lc2135 von Leuconostoc citreum TMW 2.1194 hatten 

neben 1,6-Verknüpfungen 24 bzw. 13 % 1,3-Verknüpfungen und 4 bzw. 3 % 1,3,6-Glcp-

Einheiten. Die Glucane von Lc2135 wiesen zusätzlich 2 % 1,2,6-Glcp-Einheiten auf. Die 1,3-

Glcp-Einheiten in den Glucanen beider GS lagen in kontinuierlichen Blöcken vor, worauf die 

HPAEC-PAD-Analyse der durch partielle Säurehydrolyse freigesetzten Oligosaccharide 

hinwies (Münkel et al., 2019). Die 1,6-verknüpften Abschnitte wurden durch endo-Dextranase 

hydrolysiert und die von Münkel & Wefers (2019) isolierten Isomalto-Oligosaccharide 

identifiziert (Kapitel 2.2.2.1). Dies bedeutet, dass die Glucane beider GS mono-, di- und trimere 

(1,6-verknüpfte) Seitenketten an Position O3 der 1,6-verknüpften Abschnitte aufwiesen. 

Außerdem lagen die Strukturelemente in ähnlichen Verhältnissen wie in den wasserlöslichen 

Glucanen vor (Kapitel 2.2.2.1). Daneben gab es Hinweise, dass sich auch die 1,2,6-Glcp-

Einheiten in 1,6-verknüpften Abschnitten befanden (Münkel et al., 2019). Ähnliche 

wasserunlösliche Glucane einer Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355 Mutante 

analysierten Côté et al. (1999). Anders als der wild type Stamm Leuconostoc mesenteroides 

NRRL B-1355, der wasserlösliche Alternane und Dextrane synthetisiert, bildet die Mutante 

wasserunlösliche Glucane. Diese waren hauptsächlich 1,6-verknüpft (46 %) und wiesen 

zusätzlich 1,3-Verknüpfungen (12 %) sowie Verzweigungen durch 1,3,6-Glcp-Einheiten (7 %) 

und 1,2,6-Glcp-Einheiten (12 %) auf. Sie wurden mit Hilfe von schrittweiser enzymatischer 

Hydrolyse durch endo-Dextranase, endo-Alternanase und Dextran-1,2-debranching-Hydrolase 

sowie HPSEC, NMR-Spektroskopie und Methylierungsanalyse untersucht. Durch endo-

Dextranase-Hydrolyse entstand neben wasserlöslichen Oligo- und Polysacchariden eine 

wasserunlösliche Fraktion. In der wasserunlöslichen Fraktion waren die 1,3-Verknüpfungen 

(50 %) angereichert, während in den wasserlöslichen Polysacchariden 3 % 1,3-Verknüpfungen 

und in der Oligosaccharid-Fraktion 9 % 1,3-Verknüpfungen blieben. Die wasserlöslichen 

Polysaccharide wurden anschließend mit der Dextran-1,2-debranching-Hydrolase inkubiert 

und die resultierenden Polysaccharide mit endo-Dextranase vollständig zu Oligosacchariden 

hydrolysiert. Dieser Ansatz gab Aufschluss über die Verteilung der glycosidischen Bindungen 

in den Glucanen. Es lagen längere lineare Abschnitte mit 1,6-Verknüpfungen vor, wobei die 

1,2,6-Verknüpfungen in 1,6-verknüpften Bereichen waren. Die 1,3,6-Verknüpfungen befanden 

sich in 1,3-verknüpften Abschnitten (Côté et al., 1999). Dies scheint ein Unterschied zu den 

wasserunlöslichen Glucanen der beiden GS von Leuconostoc citreum zu sein, allerdings ist 

durch die verschiedenen Analysemethoden kein direkter Vergleich möglich. Côté et al. (1999) 

vermuteten, dass es sich bei den wasserunlöslichen Glucanen der Leuconostoc mesenteroides 

NRRL B-1355 Mutante um Pfropf-Copolymere (graft copolymers; Rückgrat aus einem 

Verknüpfungstyp, Seitenketten aus anderem Verknüpfungstyp) handeln könnte. Später 

untersuchten Côté & Leathers (2009) den nach endo-Dextranase wasserunlöslichen, 1,3-Glcp-

reichen Rückstand mit Hilfe von exo-Mutanase und endo-Dextranase genauer. Die Ergebnisse 

bestätigten, dass linear 1,3-verknüpfte und 1,6-verknüpfte Abschnitte vorlagen (Côté & 

Leathers, 2009).  

 

Pearce et al. (1990) analysierten wasserunlösliche Glucane von verschiedenen Leuconostoc 

und Streptococcus Stämmen mittels Methylierungsanalyse und fanden sehr unterschiedliche 
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Anteile an 1,3- bzw. 1,6-Verknüpfungen. Nach endo-Mutanase- und endo-Dextranase-

Hydrolyse betrachteten sie den Anteil an solubilisierten Glucanen und die Menge an frei-

gesetzter Glucose. Die Ergebnisse legten nahe, dass 1,3-verknüpfte Abschnitte für die Wasser-

unlöslichkeit verantwortlich sind, denn durch endo-Mutanase-Hydrolyse wurden unlösliche 

Glucane löslich (Pearce et al., 1990). Auch für Streptococcus mutans wurden wasserunlösliche 

Glucane mit 1,3- und 1,6-verknüpften Abschnitten beschrieben (Davis et al., 1986; Ebisu et al., 

1974). Inzwischen wurden von Streptococcus mutans drei genetisch unterschiedliche Arten 

von GS identifiziert, von denen zwei wasserunlösliche Glucane bilden: GTF-I (auch bezeichnet 

als GTF-B) und GTF-SI (auch bezeichnet als GTF-C) synthetisieren zu 20 % wasserlösliche und 

zu 80 % -unlösliche Glucane. Die wasserunlöslichen Glucane beider GS weisen 1,3-, 1,6- und 

1,3,6-Verknüpfungen in unterschiedlichen Anteilen auf. Die wasserunlöslichen Glucane der 

GTF-SI enthalten neben den 1,3- und 1,6-Verknüpfungen auch erhebliche Anteile (> 5 %) an 

1,4-verknüpfter Glcp und sind damit die einzigen beschriebenen wasserunlöslichen Glucane 

mit drei verschiedenen linearen Verknüpfungstypen, die von einer unmodifizierten GS 

synthetisiert werden (Hanada & Kuramitsu, 1988, 1989; Hayacibara et al., 2004; Kopec et al., 

1997; Schormann et al., 2023; Xu et al., 2018a). In den wasserlöslichen Glucanen von GTF-SI 

wurden hingegen keine 1,4-Verknüpfungen nachgewiesen (Hayacibara et al., 2004). Daneben 

wurden bei der GS GTF180 von Limosilactobacillus reuteri drei Aminosäuren so substituiert, 

dass sie schwer lösliche Glucane mit 12 % 1,4-, 10 % 1,3- und 42 % 1,6-Verknüpfungen bildete 

(van Leeuwen et al., 2008c). Die Verteilungen der drei Verknüpfungstypen sowie der 

Verzweigungsstellen in den Glucanen sind nicht bekannt. Streptococcus salivarius exprimiert 

vier genetisch verschiedene GS, von denen zwei, GTF-J und GTF-L, wasserunlösliche Glucane 

bilden. GTF-J bildet hauptsächlich 1,3-Verknüpfungen, während GTF-L sowohl 1,3- als auch 

1,6-Verknüpfungen synthetisiert (Simpson et al., 1995). Die Glucane der GTF-L wurden von 

Kusumi et al. (2023) mit Hilfe von HPSEC und Flüssig-NMR-Spektroskopie untersucht. Als 

Lösungsmittel verwendeten sie LiCl/DMSO oder LiCl/DMAc bzw. acetylierten die Glucane, um 

eine für zweidimensionale NMR-Spektren ausreichende Menge in CDCl3 lösen zu können. 

Daneben nutzten sie die Smith-Degradation zum Abbau aller nicht 1,3-verknüpften Glcp-

Einheiten. Bei dieser Methode wird die kovalente Bindung zweier benachbarter 

Kohlenstoffatome mit freien Hydroxygruppen unter Oxidation der Kohlenstoffatome durch 

Periodat gespalten. Anschließend werden die entstandenen Aldehydgruppen reduziert und die 

glycosidischen Bindungen mit Säure hydrolysiert. Die resultierenden 1,3-verknüpften 

Glucanabschnitte wiesen gemäß HPSEC-Analyse einen Polymerisationsgrad von mehr als 40 

auf. Neben 1,3-Verknüpfungen enthielten die Glucane laut NMR-Spektren 1,6-Verknüpfungen 

sowie 1,3,6-Glcp und terminale Glcp. Mit Hilfe von peak deconvolution und einem Vergleich 

mit linear 1,3- und 1,6-verknüpften Glucanen folgerten die Autoren, dass die Seitenketten vier 

1,6-Glcp-Einheiten lang seien. Insgesamt schienen die Glucane Pfropf-Copolymere zu sein 

(Kusumi et al., 2023). Die Glucane von GTF-J sind (fast) ausschließlich α-1,3-verknüpft 

(Simpson et al., 1995; Kobayashi et al., 2017) und damit einzigartig. Die GTF-I von 

Streptococcus sobrinus synthetisiert ebenfalls hauptsächlich 1,3-Verknüpfungen, allerdings 

benötigt sie neben Saccharose Primer-Dextrane als Akzeptormolekül, wodurch gemischt-

verknüpfte Glucane entstehen (Fukui et al., 1982; Takehara et al., 1991). 
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Anders als die Molekulargewichte von wasserlöslichen bakteriellen α-Glucanen wurden die der 

wasserunlöslichen Glucane selten untersucht. Für die wasserunlöslichen Glucane der GTF-L 

von Streptococcus salivarius bestimmten Kusumi et al. (2023) mittels HPSEC in DMAc mit 

einem Zusatz von 1 % LiCl Molekulargewichte um 1 MDa. Die Morphologien von wasser-

löslichen und -unlöslichen Glucanen unterscheiden sich in der Regel (Inoue et al., 1982; 

Yakushiji et al., 1981). Wasserunlösliche Glucane können kristalline Bereiche haben, was bisher 

für native, chemisch und enzymatisch entzweigte sowie chemisch modifizierte α-1,3-Glucane 

beschrieben wurde (Kobayashi et al., 2017; Ogawa et al., 1981, 1994). Generell ist für Poly-

saccharide bekannt, dass sich ihre Kristallstrukturen durch Trocknung ändern (Kobayashi et 

al., 2010, 2013, 2017). So sind für 1,3-verknüpfte Glucane in Abhängigkeit der Anwesenheit 

von Wassermolekülen unterschiedliche Kristallstrukturen bekannt, wobei in der hydratisierten 

Form pro Glucose-Einheit ein Wassermolekül enthalten ist (Ogawa et al., 1994). Lineare α-1,3-

D-Glucanketten haben eine ausgedehnte bandartige Konformation mit antiparalleler Packung 

(Marchessault & Deslandes, 1981). Kobayashi et al. (2017) untersuchten gefriergetrocknete 

und nicht getrocknete α-1,3-Glucane der GTF-J aus Streptococcus salivarius im Vergleich. Die 

dehydratisierten Glucane hatten eine ungeordnetere Struktur als die hydratisierten Glucane. 

Die Autoren vermuteten, dass beide dieselben räumlichen Strukturelemente in unterschied-

licher Anordnung enthielten. Die Polysaccharidketten lagen nicht wie bei Cellulose in 

Faserrichtung vor, sondern waren in kristallinen Bereichen mit fibrillenartiger Struktur gefaltet, 

die Bündel bildeten. Daneben lag ein geringerer Anteil kristalliner Bereiche mit 

lammellenartiger Struktur vor. Bis heute wurde die Kristallstruktur nicht vollständig aufgeklärt 

(Kobayashi et al., 2017). Neben den ausschließlich 1,3-verknüpften Glucanen liegt in der 

Literatur nur ein Hinweis auf kristalline Bereiche in gemischt-verknüpften Glucanen durch die 

Untersuchung von Wangpaiboon et al. (2020) vor. In den wasserunlöslichen Glucanen der GS 

DEX-N bildeten die 1,3-verknüpften Abschnitte kristalline Bereiche aus, was die Autoren durch 

Vergleich von Röntgendiffraktogrammen mit ausschließlich 1,3- und ausschließlich 1,6-ver-

knüpften Glucanen folgerten (Wangpaiboon et al., 2020).  
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2.3 β-Fructane 

β-Fructane werden hauptsächlich von Pflanzen und Bakterien gebildet. Vor wenigen Jahren 

berichteten Kırtel et al. (2019) erstmalig, dass auch Archaeen β-Fructane aus Saccharose 

bilden. Inuline sind eher von Pflanzen als von Mikroorganismen bekannt, während Levane vor 

allem von Mikroorganismen und nur wenigen Pflanzen (dort auch Phlein genannt) bekannt sind 

(Ni et al., 2021; van den Ende, 2013). Bakterielle Levane werden von Milchsäurebakterien der 

Gattungen Streptococcus, Leuconostoc, Fructilactobacillus, Lactobacillus, Oenococcus und 

Weissella, Essigsäurebakterien der Gattungen Acetobacter und Gluconacetobacter sowie 

Bakterien weiterer Gattungen gebildet (Dimopoulou et al., 2016; Ebisu et al., 1975; Hancock et 

al., 1976; Malang et al., 2015; Öner et al., 2016; Tieking et al., 2005; Visnapuu et al., 2011; 

Zikmanis et al., 2020). Mikrobielle Inuline werden sowohl von Pilzen (Aspergillus) als auch von 

Bakterien synthetisiert, wobei von Milchsäurebakterien der Gattungen Lactobacillus und 

Weissella fermentativ hergestelltes Inulin und durch Inulosucrasen von Streptococcus und 

Leuconostoc enzymatisch produziertes Inulin untersucht wurden (Anwar et al., 2008; Ebisu et 

al., 1975; Heyer & Wendenburg, 2001; Malang et al., 2015; Ni et al., 2019; Ortiz-Soto et al., 

2004; Ozimek et al., 2006; Zikmanis et al., 2020). 

2.3.1 Fructansucrasen & Fructanhydrolasen 

FS gehören zur GH68 Familie und übertragen analog zu GS (Kapitel 2.2.1) die Fruf-Einheit von 

Saccharose oder Raffinose auf eine wachsende Fructankette, H2O oder einen anderes 

Akzeptormolekül mit Hydroxygruppe. Grundsätzlich haben auch FS ein Signalpeptid, eine 

variable N-terminale Region, ein konserviertes katalytisches Zentrum und eine C-terminale 

Region, die bei manchen FS eine Zellwandbindedomäne enthält. Trotz der Gemeinsamkeiten 

haben FS und GS keine Sequenzähnlichkeit (van Hijum et al., 2006). Kristallstrukturen von FS 

zeigen, dass sie eine fünfblättrige β-Propeller-Struktur enthalten, in der sich die drei 

katalytischen Aminosäuren befinden (Martínez-Fleites et al., 2005; Meng & Fütterer, 2003; Ni 

et al., 2019; Pijning et al., 2011; Strube et al., 2011; Wuerges et al., 2015; Xu et al., 2022b). 

Diese sind wie bei den GS zwei Asparaginsäurereste und ein Glutaminsäurerest. Der 

Reaktionsmechanismus der FS entspricht dem der GS, außer dass Fruf übertragen wird. Wie 

GS benötigen manche FS Ca2+, um ihre Struktur zu stabilisieren (Lammens et al., 2009; Meng 

& Fütterer, 2003, 2008; Ozimek et al., 2004, 2005; Pons et al., 2004). Nach den von ihnen 

synthetisierten Fructanen werden FS in Levansucrasen (EC 2.4.1.10) und Inulosucrasen 

(EC 2.4.1.9) eingeteilt (van Hijum et al., 2006). FS scheinen in den von ihnen synthetisierten 

glycosidischen Bindungen spezifischer als GS. Für die Art der synthetisierten Bindung sind 

Regionen außerhalb der dem aktiven Zentrum nahen subsites verantwortlich (Pijning et al., 

2011). Derzeit existieren nur für Oligosaccharide bzw. die frühe Phase der Fructansynthese 

Hinweise, dass eine Levansucrase 2,1- und 2,6-Bindungen katalysieren kann (Okuyama et al., 

2021). Wie FS Verzweigungen synthetisieren ist unklar, es bestehen jedoch Hinweise, dass die 

C-terminale Domäne eine Rolle spielt (Chambert et al., 1992). 
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Während zahlreiche GS und Levansucrasen bekannt sind (CAZy, 2024; Hill et al., 2019; Ortiz-

Soto et al., 2019), wurden bisher nur wenige bakterielle Inulosucrasen beschrieben (Anwar et 

al., 2008; Kralj et al., 2018; Ni et al., 2018; Ortiz-Soto et al., 2004; Ozimek et al., 2006). Manche 

Levan- und Inulosucrasen bilden hauptsächlich Oligosaccharide, während andere Enzyme 

hauptsächlich Polysaccharide mit hohem Molekulargewicht synthetisieren. Daneben hängt die 

Produktspezifität der einzelnen FS auch von den vorliegenden Reaktionsbedingungen und der 

Enzymkonzentration ab (Kralj et al., 2018; Ortiz-Soto et al., 2019; Ozimek et al., 2006; Porras-

Domínguez et al., 2014, 2015). Die Aktivitätsbestimmung der FS erfolgt analog zu der der GS 

(Kapitel 2.2.1). Auch hier kann über getrennte Quantifizierung von Glucose, Fructose und 

Saccharose die Gesamt-, Hydrolyse- und Transferaseaktivität bestimmt werden (Hill et al., 

2019; Jang et al., 2006; Ortiz-Soto et al., 2004). Levansucrasen und Inulosucrasen haben pH-

Optima im Bereich von 3,5 - 7,0 (Alméciga-Díaz et al., 2011; Anwar et al., 2010; Del Moral et 

al., 2008; Frasch et al., 2017; Han, 2009; Liu et al., 2017; Olvera et al., 2007; Ortiz-Soto et al., 

2004; Tieking et al., 2005; van Hijum et al., 2002, 2003, 2004; Waldherr et al., 2008). Ihre 

Temperaturoptima liegen höher als die der GS. Levansucrasen haben Optima im Bereich von 

35 - 55 °C (Anwar et al., 2010; Liu et al., 2017; Olvera et al., 2007; Tieking et al., 2005; van 

Hijum et al., 2004; Waldherr et al., 2008) und Inulosucrasen im Bereich von 50 - 55 °C (Anwar 

et al., 2008, 2010; Frasch et al., 2017; van Hijum et al., 2003).  

 

Auch wenn die Sequenzhomologie gering ist, haben GH68-Enzyme ähnliche Strukturen wie 

GH32-Enzyme (Meng & Fütterer, 2003) und beide Enzymfamilien bilden den GH-J Clan. Anders 

als GH68-Enzyme polymerisieren die bisher beschriebenen GH32-Enzyme Fructose aus-

schließlich zu Oligosacchariden und ihnen dient primär Wasser als Akzeptormolekül (Lammens 

et al., 2009). Zu den GH32-Enzymen gehören, neben pflanzlichen Fructosyltransferasen und 

anderen (exo-)Fructohydrolasen, auch endo-Inulinasen (EC 3.2.1.7) und endo-Levanasen 

(EC 3.2.1.65) aus Bakterien (Lammens et al., 2009; Márquez-López et al., 2023; Zhang et al., 

2019). Dabei können die Produktprofile unterschiedlicher endo-Levanasen verschieden sein 

(Hövels et al., 2021; Lekakarn et al., 2022; Mardo et al., 2017; Miasnikov, 1997; Porras-

Domínguez et al., 2014). Während die Levanase BT1760 von Bacteroides thetaiotaomicron vor 

allem Levantriose und Levanbiose sowie vergleichsweise wenig Fructose und Levantetraose 

aus unverzweigtem pflanzlichem Levan freisetzt, bildet LevB2286 von Azotobacter 

chroococcum neben wenig Fructose Levanbiose und Levan-Oligosaccharide bis zu einem 

Polymerisationsgrad von 6 (Hövels et al., 2021; Mardo et al., 2017). Außerdem kann das 

Produktprofil von endo-Levanasen vom hydrolysierten Levan abhängen, wobei endo-

Levanasen spezifisch 2,6-glycosidische Bindungen spalten und Inulin kein geeignetes Substrat 

ist (Hövels et al., 2021; Lekakarn et al., 2022; Mardo et al., 2017; Porras-Domínguez et al., 

2014). Levanasen haben Temperaturoptima im Bereich von 35 - 45 °C und pH-Optima bei 

ungefähr 6 (Dahech et al., 2013; Hövels et al., 2021; Jensen et al., 2016; Mardo et al., 2017; 

Porras-Domínguez et al., 2014). Inulinasen haben Temperaturoptima im Bereich von 35 - 70 °C 

und pH-Optima von 4,5 - 7,5 (Singh et al., 2017; Yousefi-Mokri et al., 2019). Anders als 

Levanasen werden Inulinasen heutzutage zur großtechnischen Produktion von Fructooligo-

sacchariden verwendet (Singh et al., 2016, 2020). 
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2.3.2 Strukturen von bakteriellen β-Fructanen 

Zahlreiche, meist fermentativ hergestellte Levane unterschiedlicher Bakterien wurden mittels 

Infrarot- und NMR-Spektroskopie, Methylierungsanalyse, enzymatischer Hydrolyse und 

HPSEC identifiziert. Einige Studien beschreiben Verzweigungen von Levanen, wobei mithilfe 

unterschiedlicher Varianten der Methylierungsanalyse 2,1,6-verknüpfte Fruf-Einheiten in 

Anteilen von 3 - 22 % bestimmt wurden (Birkhed et al., 1979; Bouallegue et al., 2020; Dawes 

et al., 1966; Haddar et al., 2021; Han & Clarke, 1990; Hancock et al., 1976; Hundschell et al., 

2020a; Lewis et al., 1967; Lindberg et al., 1973; Marshall & Weigel, 1980a; Matulová et al., 2011; 

Shukla & Goyal, 2013; Simms et al., 1990). Dabei besaßen die fermentativ hergestellten Levane 

verschiedener Leuconostoc mesenteroides Stämme mit circa 20 % die höchsten Ver-

zweigungsgrade (Lewis et al., 1967; Lindberg et al., 1973), während fermentativ hergestellte 

Levane verschiedener Bacillus-Arten 5 - 12 % Verzweigungen aufwiesen (Bouallegue et al., 

2020; Haddar et al., 2021; Han & Clarke, 1990). Für Levane verschiedener Streptococcus 

salivarius Stämme wurden mit 11 - 15 % 2,1,6-Fruf-Einheiten mehr Verzweigungen als für 

Levane von Streptococcus mutans (6 %) beschrieben (Birkhed et al., 1979; Hancock et al., 

1976; Simms et al., 1990). Anders als mit der Methylierungsanalyse wurden mit Hilfe der NMR-

Spektroskopie keine Verzweigungen in Levanen von Leuconostoc und Bacillus detektiert 

(Matulová et al., 2011; Shukla & Goyal, 2013), was an der geringen Empfindlichkeit der NMR-

Spektroskopie für Strukturelemente mit geringem Anteil (Kapitel 2.1) liegen könnte. Trotz der 

vielen Daten aus Methylierungsanalysen liegen nur wenige Studien zur Länge und keine Studie 

zur Verteilung der Verzweigungen vor. Hier könnte eine Analyse der Produkte nach Hydrolyse 

mit spezifischen Enzymen Aufschluss geben. Bislang wurden exo-β-Fructosidasen, endo-

Inulinasen und endo-Levanasen analytisch vor allem in Kombination eingesetzt, um den Gehalt 

an Fructanen zu bestimmen (McCleary et al., 2019; Shi et al., 2019). Shi et al. (2019) ver-

wendeten endo-Levanase sowie endo- und exo-Inulinase, um selektiv den Levangehalt in 

Teigmatrix zu bestimmen. Porras-Domínguez et al. (2014) hydrolysierten dagegen verschie-

dene Levane mit endo-Levanase und untersuchten die Produkte mit HPAEC-PAD. Die 

Ergebnisse wiesen auf mehrere Produkte hin, wovon die Autoren lediglich Fructose und 

Levanbiose identifizieren konnten. Außerdem zeigten die Chromatogramme der 

verschiedenen Levan-Hydrolysate unterschiedliche Produktprofile. Zur Strukturanalyse von 

fermentativ durch Serratia produzierten Levanen verwendeten Kojima et al. (1993) Hydrolysen 

durch zwei exo-β-Fructosidasen und analysierten die entstandenen Produkte mittels 

Gelpermeationschromatographie (Bio-Gel P2) und Dünnschichtchromatographie. In 

Kombination mit 13C-NMR-Spektroskopie zeigten sie, dass die Levane verzweigt vorlagen. Für 

Levane von Streptococcus salivarius wurden auf Basis von exo-β-Fructosidase-Hydrolysen 

unterschiedlicher Dauer und Methylierungsanalysen mehrere Einheiten lange Seitenketten und 

eine baumartige Struktur vorgeschlagen (Hancock et al., 1976; Marshall & Weigel, 1980a, 

1980b). 
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Auch von bakteriellen Inulinen sind Feinstrukturen unbekannt. Inuline wurden bisher lediglich 

grundlegend mit Infrarot- und eindimensionaler NMR-Spektroskopie sowie Methylierungs-

analyse untersucht (Anwar et al., 2008; Birkhed et al., 1979; Ebisu et al., 1975; Malang et al., 

2015; Ni et al., 2018). Verzweigungen durch 2,1,6-Fruf-Einheiten wurden nur für wenige 

bakterielle Inuline mittels Methylierungsanalyse identifiziert (Birkhed et al., 1979; Ebisu et al., 

1975; van Hijum et al., 2002). Vallejo-García et al. (2019) hydrolysierten Inuline von 

Leuconostoc citreum CW28 mit einer endo-Inulinase. Die HPAEC-PAD-Analyse zeigte eine 

Vielzahl verschiedener, größtenteils unbekannter Oligosaccharide im Hydrolysat (Vallejo-

García et al., 2019). Allerdings wurde die Analyse der Produkte nach enzymatischer Hydrolyse 

bisher nicht zur Strukturaufklärung der bakteriellen Inuline verwendet. Für pflanzliche Inuline 

wurden endo-Inulinase-Hydrolysen bereits zur Strukturanalyse verwendet und lineare Inulo-

Oligosaccharide isoliert (Ronkart et al., 2007). In Abbildung 2.4 sind vermutlich existierende 

Strukturausschnitte der bakteriellen β-Fructane gezeigt.  

Abbildung 2.4: Mögliche Strukturausschnitte der bakteriellen Fructane Levan und Inulin 

(Bouallegue et al., 2020; Haddar et al., 2021; van Hijum et al., 2002).  

Pflanzliche Fructane haben mit maximal 15 kDa geringere Molekulargewichte als bakterielle 

Fructane (Ni et al., 2024). Für letztere wurden Molekulargewichte im Bereich von 10 bis 106 kDa 

bestimmt (Anwar et al., 2008; Bouallegue et al., 2020; Hundschell et al., 2020b; Kojima et al., 

1993; Olvera et al., 2007; Runyon et al., 2014; Shukla & Goyal, 2013; van Hijum et al., 2002). 

Während Levane wasserlöslich sind, können Inuline schwer löslich bis wasserunlöslich sein. 

Ebisu et al. (1975) beschrieben Inuline von Streptococcus-Bakterien, die bei Raumtemperatur 

wasserunlöslich sind und sich erst bei 60 °C lösten. Sowohl Inuline als auch Levane nehmen in 

Lösung unterschiedliche Konformationen an, wobei auch die Hauptkonformation, eine Helix-

Struktur, häufig nur über wenige Furanose-Einheiten existiert. Die Flexibilität der Fructane ist 

vergleichbar mit der Flexibilität von Polysacchariden aus 1,6-verknüpften Pyranose-Einheiten, 

während 1,4-verknüpfte Pyranose-Einheiten deutlich starrer sind (Nester & Plazinski, 2019, 

2020).   

Levan Inulin
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2.4 Problemstellung 

Derzeit existieren viele Review-Artikel zu allgemeinen Strukturen, Einsatzmöglichkeiten und 

Synthesen von HoEPS, aber nur wenige ausführliche Strukturcharakterisierungen. Dadurch 

sind die umfassenden Strukturen unklar und Feinstrukturelemente nur von wenigen HoEPS 

bekannt (vgl. Kapitel 2.2.2 & 2.3.2). Dabei sind die Art der glycosidischen Bindungen, aber auch 

ihre Anteile und Verteilungen im HoEPS, die Seitenkettenverteilung und -länge sowie die 

Molekülgröße wichtige Strukturparameter, die die physikochemischen Eigenschaften der 

HoEPS bestimmen. Entsprechend ist das Wissen über ihre Strukturen für alle Einsatzbereiche 

der HoEPS, aber auch zur Verhinderung ihrer unerwünschten Vorkommen essentiell. 

 

Insbesondere bei bakteriellen Fructanen werden Vorkommen und Anteil von Verzweigungen 

selten betrachtet (Kapitel 2.3.2), jedoch wird ein Einfluss der Verzweigungen auf die 

physikochemischen Eigenschaften der Fructane vermutet (Combie & Öner, 2018). Manche 

Bakterienstämme besitzen verschiedene Sucrasen und synthetisieren sowohl wasserlösliche 

Glucane als auch Fructane, was für die Strukturanalyse eine Herausforderung darstellt, die in 

der Literatur kaum Beachtung findet (Kapitel 2.1). Zu einzelnen, vor allem wasserlöslichen, 

Glucanen existieren umfassende Strukturanalysen und es wurden vergleichende Untersu-

chungen verschiedener Glucane mit einzelnen Analysemethoden durchgeführt. Diese fehlen 

jedoch für wasserunlösliche α-Glucane, was insofern von Bedeutung ist, als die Ergebnisse je 

nach Analysemethode bzw. Probenaufarbeitung variieren können. Dadurch sind die bisherigen 

Ergebnisse weitgehend nicht vergleichbar. Zudem ist derzeit wenig zu den Feinstrukturen 

wasserunlöslicher α-Glucane bekannt. Für die Ausbildung geordneter bzw. kristallähnlicher 

Bereiche scheinen konsekutive α-1,3-Verknüpfungen ein wichtiger Faktor zu sein. Hierbei 

wurden bisher insbesondere ausschließlich 1,3-verknüpfte Glucane untersucht (Kapitel 

2.2.2.2), jedoch sollten gemischt-verknüpfte Glucane ebenfalls diesbezüglich untersucht 

werden. 

 

Herausforderungen in der Strukturaufklärung liegen wie für alle Polysaccharide in der Analytik, 

wobei eine Kombination verschiedener Ansätze für umfangreiche Einblicke erforderlich ist. 

Besonders an HoEPS angepasste und spezifische Methoden sind wertvoll, allerdings wurden 

hierzu nur wenige Arbeiten (Matulová et al., 2011, Maina et al., 2008, 2014, van Leeuwen et al., 

2008b; Striegel et al., 2009) publiziert. Die Verwendung von Enzymen zur spezifischen 

Hydrolyse von HoEPS zeigt großes Potential, wurde bisher jedoch nur vereinzelt eingesetzt 

(Côté et al., 1999; Maina et al., 2011; Münkel & Wefers, 2019; Porras-Domínguez et al., 2014). 

Für wasserunlösliche Glucane lassen sich Methoden, die für wasserlösliche HoEPS entwickelt 

wurden, nur bedingt anwenden. So kann die schlechte Löslichkeit bzw. Quellbarkeit vieler 

wasserunlöslicher Glucane in DMSO bei der Methylierungsanalyse in Untermethylierung resul-

tieren. Daneben ist unbekannt, inwiefern die hierbei angewandten Ultraschallbehandlungen zu 

Artefaktbildung führen können (Kapitel 2.1). Für flüssigchromatographische Ansätze wie die 

HPSEC müssen die Glucane in geeigneten Lösungsmitteln möglichst vollständig gelöst 
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werden. Hierbei besteht eine Schwierigkeit darin, dass nicht alle wasserunlöslichen Glucane 

das gleiche Lösungsverhalten zeigen. Entsprechend wurde das Molekulargewicht von 

bakteriellen, wasserunlöslichen α-Glucanen bisher kaum betrachtet (Kapitel 2.2.2.2). Ein 

weiterer Ansatz ist die Untersuchung der wasserunlöslichen Glucane als Feststoff mit 

Methoden wie XRD oder Festkörper-NMR-Spektroskopie, wozu jedoch wenig Literatur 

(Kobayashi et al., 2017) vorliegt.
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3 Zielstellung 

Die von Milch- und Essigsäurebakterien produzierten HoEPS, α-Glucane und β-Fructane, 

haben in vielen Anwendungen großes Potential (Kapitel 1). Hierfür spielen die vielfältigen 

Strukturen eine wichtige Rolle, sodass sie eingehend untersucht werden sollten. Allerdings 

mangelt es an angepassten Analysemethoden zur Untersuchung von HoEPS und in vergan-

genen Studien wurden lediglich einzelne HoEPS detailliert analysiert oder mehrere HoEPS mit 

Hilfe einzelner Analysemethoden verglichen. Daneben ist zu den Feinstrukturen von 

insbesondere wasserunlöslichen HoEPS wenig bekannt (Kapitel 2.2.2 & 2.3.2). Vor diesem 

Hintergrund ist das Ziel dieser Dissertation, die derzeitigen Kenntnisse über HoEPS-Strukturen 

durch umfassende Analysen verschiedener HoEPS zu erweitern. Ausgangspunkt hierfür ist die 

Anpassung bestehender Analysemethoden (Kapitel 2.1) an HoEPS, vor allem wasserunlösliche 

Glucane, und die Entwicklung neuer Ansätze. Um möglichst strukturell diverse HoEPS 

betrachten zu können, sollen einerseits von verschiedenen Bakterien fermentativ gebildete 

HoEPS analysiert werden, wobei die möglichst umfassende Analyse aller gebildeten EPS im 

Fokus steht. Andererseits sollen auch von rekombinant hergestellten GS synthetisierte 

wasserunlösliche Glucane detailliert untersucht werden. Neben den GS werden zur 

spezifischen HoEPS-Hydrolyse die Enzyme endo-Mutanase und endo-Levanase in E. coli 

heterolog exprimiert und isoliert. 

 

Zunächst erfordert die Methylierungsanalyse als universelle Methode zur Bestimmung der 

Anteile aller glycosidischen Bindungen in Polysacchariden eine Adaption für HoEPS. Hierbei 

wird der Einfluss von verschiedenen im Zuge der Methylierung eingesetzten Ultraschall-

behandlungen und Hydrolysebedingungen (Dauer, Säurekonzentration, Temperatur) auf die 

erhaltenen Anteile der glycosidischen Bindungen betrachtet. Außerdem soll ermittelt werden, 

inwieweit Mischungen aus wasserlöslichen Glucanen und Fructanen ohne vorherige 

Auftrennung beider HoEPS analysiert werden können.  

 

Bei der Kariesentstehung wichtige HoEPS sind wasserunlösliche α-Glucane von Streptococcus 

Bakterien. Daher sollen mit Hilfe von rekombinant gewonnenen GS strukturell unterschiedliche 

wasserunlösliche α-Glucane synthetisiert und untersucht werden. Hierzu dienen neben der 

Methylierungsanalyse Hydrolysen durch endo-Dextranase und endo-Mutanase. Die Molekül-

größen der wasserunlöslichen Glucane vor und nach enzymatischer Hydrolyse sollen mittels 

HPSEC-RI in geeignetem Lösungsmittel bestimmt werden, was Aufschluss über die Ver-

teilungen der glycosidischen Bindungen geben soll. Zusätzliche Einblicke in die Feinstrukturen 

werden durch die Analyse der enzymatisch freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD/MS 

angestrebt. Das Vorliegen und, sofern möglich, die Struktur von kristallinen Bereichen sollen 

mit Festkörperanalysemethoden geprüft werden, wobei besonders gemischt-verknüpfte 

Glucane interessieren.  
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Manche Bakterien bilden diverse HoEPS, sodass hier ausgewählte Milchsäurebakterien-

stämme zur fermentativen Synthese von sowohl wasserlöslichen als auch wasserunlöslichen 

HoEPS verwendet werden sollen. Nach separater Aufreinigung beider HoEPS-Gruppen 

mithilfe einer anzupassenden Methode besteht die Besonderheit in der Strukturuntersuchung 

aller entstandenen Glucane und Fructane. Die wasserunlöslichen Glucane werden mit 

Methylierungsanalyse und HPSEC-RI grundlegend charakterisiert. Zusätzlich sollen sie mit 

endo-Dextranase hydrolysiert und die freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD 

analysiert werden, um Informationen über potenziell enthaltene 1,6-verknüpfte Abschnitte und 

Verzweigungen in diesen zu erhalten. Die nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunlöslichen 

Rückstände werden im Vergleich zu den unmodifizierten Glucanen mittels Methylierungs-

analyse und HPSEC-RI untersucht. Außerdem sollen 1,3-verknüpfte Abschnitte mit endo-

Mutanase hydrolysiert und die freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD/MS analysiert 

werden. Von den wasserlöslichen HoEPS sollen zunächst die Anteile an enthaltenen Glucanen 

und Fructanen durch Monosaccharidbestimmung ermittelt werden. Mithilfe der Methylierungs-

analyse werden die Verknüpfungen in beiden HoEPS bestimmt. Die Molekülgrößen der wasser-

löslichen HoEPS vor und nach endo-Dextranase-Hydrolyse werden mit HPSEC-RI ermittelt. 

Daneben werden die durch endo-Dextranase-Hydrolyse freigesetzten Oligosaccharide mittels 

HPAEC-PAD untersucht. Über die Feinstrukturen der gebildeten Fructane soll die endo-

Levanase-Hydrolyse mit HPAEC-PAD/MS-Analyse der freigesetzten Oligosaccharide Auf-

schluss geben. Ergänzend sollen Fructane von bisher nicht für Fructanbildung bekannten 

Bakterien strukturcharakterisiert werden. Hierzu dienen neben der NMR-Spektroskopie 

ebenfalls die Methylierungsanalyse, HPSEC-RI und endo-Levanase-Hydrolyse. 
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4 Ergebnisse & Diskussion 

4.1 Anpassung der Methylierungsanalyse an 
bakterielle Homoexopolysaccharide 

Für aussagekräftige Ergebnisse, das heißt eine präzise und richtige Ermittlung der Anteile jedes 

Verknüpfungstyps im Polysaccharid, müssen die Derivatisierungsschritte der Methylierungs-

analyse an das zu untersuchende Polysaccharid angepasst sein. Insbesondere die zur 

besseren Quellung von in DMSO unlöslichen Polysacchariden angewandten Ultraschall-

behandlungen und die Bedingungen während der sauren Hydrolyse der permethylierten 

Polysaccharide können kritische Einflussfaktoren sein (Kapitel 2.1). Da eine Anpassung an 

bakterielle HoEPS in der Literatur nicht beschrieben war, wurden die Ultraschallbehandlungen 

und Hydrolysebedingungen bei Methylierungsanalysen von drei ausgewählten Modell-HoEPS 

variiert. Die wasserunlöslichen Modellglucane wurden mit Hilfe der GS Lc1215 aus 

Leuconostoc citreum hergestellt und enthielten neben terminalen Glcp-Einheiten 1,3-, 1,6- und 

1,3,6-verknüpfte Glcp (Münkel et al., 2019), sodass sie für wasserunlösliche Glucane repräsen-

tativ sind (Kapitel 2.2.2.2). Die wasserlöslichen Modellglucane wurden durch eine GS von 

Limosilactobacillus reuteri synthetisiert und enthielten neben 1,6- und 1,4,6-Verknüpfungen 

geringe Anteile (1 %) 1,4- und 1,3,6-Verknüpfungen (Münkel et al., 2020). Als Vertreter für 

Levane dienten die fermentativ hergestellten Levane von Gluconobacter albidus, die neben 

terminalen und 2,6-verknüpften Fruf-Einheiten circa 3 % verzweigte 2,1,6-Fruf-Einheiten 

aufwiesen (Hundschell et al., 2020a).  

 

Zunächst wurden die Ultraschallbehandlungen vor der Derivatisierung (1), nach Zugabe von 

NaOH(s) (2) und nach Zugabe von Methyliodid (3) in verschiedenen Kombinationen eingesetzt 

und jeweils die Anteile der PMAA bestimmt. Sollte eine Ultraschallbehandlung zu 

Kettenbrüchen führen, würde das in einer Reduktion des Molekulargewichts resultieren und 

durch erhöhte Anteile an terminalen Einheiten sichtbar werden. Bei optimalen Ergebnissen 

wird für hochmolekulare Polysaccharide ein 1:1-Verhältnis von verzweigten zu terminalen 

Einheiten erwartet. Allerdings muss die Probe hierfür frei von niedermolekularen Sacchariden, 

wie beispielsweise Verunreinigungen aus der HoEPS-Synthese, sein. Nach Anwendung der 

verschiedenen Kombinationen an Ultraschallbehandlungen waren bei den wasserunlöslichen 

Modellglucanen starke Unterschiede in den Anteilen der glycosidischen Bindungen, besonders 

terminale Glcp und 1,6-Glcp, sichtbar (Abbildung 4.1A). Zur Minimierung der Überbestimmung 

der terminalen Einheiten und Abweichung innerhalb der Doppelbestimmung erwiesen sich die 

Ultraschallbehandlungen zum Lösen bzw. Quellen der Glucane (1 & 2) als entscheidend. Die 

Ultraschallbehandlung nach Zugabe des Methyliodids (3) kann dagegen entfallen. Diese 

Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen für die wasserlöslichen Modellglucane, 

bei denen die Ultraschallbehandlung keinen Einfluss auf die Anteile der glycosidischen 
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Bindungen hatte (Abbildung 4.1B). Da wasserlösliche Glucane auch in DMSO gut löslich sind, 

liegen folgende Erklärungen nahe: Wasserunlösliche Glucane sollten gut in DMSO gequollen 

werden, was die Ultraschallbehandlungen unterstützen. Außerdem ist die vollständige 

Deprotonierung Voraussetzung für eine vollständige Methylierung, wobei die Ultraschall-

behandlungen den Angriff der Hydroxidionen am gequollenen Glucan erleichtern. Einmal 

gequollen und deprotoniert ist keine Ultraschallbehandlung mehr nötig, da die deprotonierten 

Glucane gut mit dem Überschuss an Methyliodid reagieren.  

 

Wie bei den wasserlöslichen Modellglucanen, hatten die Ultraschallbehandlungen keinen 

Einfluss auf die Anteile der glycosidischen Bindungen der Modelllevane. Demnach lagen beide 

wasserlöslichen HoEPS für eine vollständige Deprotonierung und Methylierung ausreichend 

gelöst vor. Außerdem zeigen die Ergebnisse beider HoEPS, dass die Ultraschallbehandlungen 

nicht in merklichem Ausmaß zu Kettenbrüchen führen. Die Untersuchungen dieser Arbeit 

verdeutlichen erstmals, dass Ultraschallbehandlungen die Ergebnisse der Methylierungs-

analyse von HoEPS nicht negativ beeinflussen, sondern für die Deprotonierung von in DMSO 

unlöslichen α-Glucanen und damit für aussagekräftige Ergebnisse notwendig sind. Diese 

Erkenntnis kann ebenfalls für andere in DMSO unlösliche Polysaccharide von Bedeutung sein. 

Abbildung 4.1: Anteile der glycosidischen Bindungen in den wasserunlöslichen (A) und wasser-

löslichen (B) Modellglucanen in Abhängigkeit von der Anwendung verschiedener Kombinationen 

der Ultraschallbehandlungen 1, 2 & 3 während der Methylierungsanalyse in Doppelbestimmung. 

Ultraschallbehandlung 1: während des Quellens in DMSO, Ultraschallbehandlung 2: nach Zugabe von 

NaOH(s), Ultraschallbehandlung 3: nach Zugabe von Methyliodid, Kreuz: keine Ultraschallbehandlung, 

Haken: Ultraschallbehandlung, t: terminal, Glcp: Glucopyranose, die Zahlen geben die Position der 

O-Substitution an. 

Da die optimalen Hydrolysebedingungen vom vorliegenden Polysaccharid abhängen (Kapitel 

2.1) und sich permethylierte Polysaccharide während der TFA-Hydrolyse anders verhalten 

könnten als underivatisierte Polysaccharide, wurden verschiedene Hydrolysebedingungen im 

Zuge der Methylierungsanalyse angewendet und die Ergebnisse verglichen. Hierbei wurden 
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die für Glucane beschriebenen Bedingungen (2 M TFA, 121 °C für 60 und 90 min, Kapitel 2.1), 

mildere Bedingungen (1 M TFA bei 121 °C für 90 min) und die für Fructane häufig verwendeten 

Bedingungen (1 M TFA bei 70 °C für 30 min, Kapitel 2.1) untersucht. Nach Hydrolyse der 

permethylierten wasserlöslichen und -unlöslichen Modellglucane mit 2 M TFA bei 121 °C für 

60 oder 90 min wurden alle erwarteten PMAA detektiert. Für beide Hydrolysedauern (60 und 

90 min) wurden ähnliche Ergebnisse erhalten. Jedoch war bei den wasserunlöslichen 

Glucanen der Anteil detektierter 1,3-Glcp nach 90 min Hydrolysedauer geringfügig höher als 

nach 60 min, was für eine höhere Stabilität der 1,3-Verknüpfungen im Vergleich zu 1,6-

Verknüpfungen spricht. Für beide Modellglucane war 1 M TFA ungeeignet: Nach Hydrolyse mit 

1 M TFA bei 70 °C für 30 min wurden keine von Glucose abgeleiteten PMAA detektiert und 

nach Hydrolyse mit 1 M TFA bei 121 °C für 90 min war der Anteil an terminalen Einheiten im 

Vergleich zum Erwartungswert und zur Anwendung von 2 M TFA erhöht. Diese Ergebnisse 

weisen darauf hin, dass die terminalen Einheiten im Vergleich zu einfach oder zweifach 

substituierten Einheiten schon bei milderen Bedingungen (niedrigerer TFA-Konzentration) 

abgespalten werden und demnach weniger stabil gebunden sind. Für underivatisierte 

wasserlösliche Glucane zeigte eine kinetische Studie zur Säurehydrolyse ebenfalls, dass die 

glycosidischen Bindungen am Ende der Polysaccharide schneller hydrolysiert werden 

(Basedow et al., 1978). Da unklar ist, ob permethylierte Glucane mit underivatisierten Glucanen 

vergleichbar sind, würde eine Untersuchung zum Verlauf der TFA-Hydrolyse von 

permethylierten Glucanen weiter Aufschluss zu den optimalen Bedingungen geben. Es ist 

jedoch davon auszugehen, dass keine Hydrolysebedingungen existieren, bei denen terminale 

und verzweigte Einheiten gleichermaßen vollständig freigesetzt und nicht abgebaut werden. 

Dennoch wären Informationen zur Diskriminierung der einzelnen Strukturelemente bei 

unterschiedlichen Hydrolysebedingungen hilfreich, um die Richtigkeit der Ergebnisse der 

Methylierungsanalyse besser einschätzen zu können. 

 

Für die Modelllevane wurden nach Hydrolyse mit 1 M TFA (70 °C für 30 min und 121 °C für 

90 min) 10 % terminale Fruf und 7 % 2,1,6-Fruf bestimmt, während nach Hydrolyse mit 2 M 

TFA (121 °C für 60 und 90 min) weniger terminale als verzweigte Einheiten vorlagen. Nach 

Verwendung von 2 M TFA bei 121 °C für 60 min fanden auch andere Autoren mehr verzweigte 

als terminale Fruf-Einheiten (Haddar et al., 2021; Xu et al., 2022a). Dies ist nicht mit dem 

strukturellen Aufbau von Levanen vereinbar und bestätigt, dass terminale Einheiten bevorzugt 

abgespalten und bei harscheren Hydrolysebedingungen im weiteren Verlauf der Hydrolyse 

abgebaut werden. Die Detektion von PMAA aus den Modelllevanen nach Hydrolyse mit 2 M 

TFA bei 121 °C demonstrierte jedoch, dass permethylierte Levane stabiler sind als 

underivatisierte, da underivatisierte Levane unter diesen Bedingungen vollständig abgebaut 

werden (Kapitel 2.1). Zur Verfolgung der Hydrolyse des Levan-Rückgrats wurden die 

Hydrolyseprodukte der permethylierten Modelllevane nach unterschiedlichen Hydrolyse-

bedingungen (1 M TFA bei 70 °C, für 10, 20 oder 30 min sowie 2 M TFA bei 121 °C für 30, 60 

oder 90 min) in DMSO gelöst und mittels HPSEC gekoppelt mit einem UV/VIS- und einem RI-

Detektor analysiert. Nach manchen Hydrolysebedingungen traten gelbe bis bräunliche 

Färbungen der Reaktionslösungen auf, weshalb zusätzlich zur RI-Detektion die Messung der 
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Lichtabsorption bei 420 nm erfolgte. Die Ergebnisse zeigten, dass nach allen Hydrolyse-

bedingungen niedermolekulare Produkte mit Elutionsvolumina ähnlich dem Elutionsvolumen 

von Fructose entstanden und dass die hochmolekularen Levane vollständig hydrolysiert 

wurden. Zusätzlich trat vor allem nach den Hydrolysen mit 2 M TFA ein früh eluierender Peak 

auf. Dieser stammte von hochmolekularen Substanzen, die Licht mit einer Wellenlänge von 

420 nm absorbierten und somit die Gelbfärbung verursachten. Vermutlich wurden diese 

Produkte durch Kondensations- und Dehydratisierungsreaktionen von zuvor hydrolytisch 

freigesetzter, teilweise methylierter Fructose gebildet. Für underivatisierte Fructose wurde die 

Bildung von gelben polymeren Substanzen im Sauren beschrieben (Krol, 1978; Silberman, 

1961), zu den Reaktionsprodukten von methylierten Fructanen oder methylierter Fructose in 

Anwesenheit von Säure liegen jedoch keine Studien vor. Die polymeren Substanzen traten mit 

geringerer Peakintensität auch nach den Hydrolysen mit 1 M TFA auf, was darauf hindeutet, 

dass ihre Bildung nicht vollständig vermieden werden kann. Jedoch konnte durch die HPSEC-

Messungen gezeigt werden, dass die milderen Bedingungen (1 M TFA, 70 °C, 20 oder 30 min) 

einen akzeptablen Kompromiss zwischen Freisetzung und Abbau der Fructose darstellen. Um 

die Polymerisation von freigesetzter Fructose während der Säurebehandlung zu verringern, 

sind reduzierende Bedingungen während der Hydrolyse vielversprechend. Dadurch könnten 

die partiell methylierten Monosaccharide unmittelbar nach ihrer Freisetzung direkt zu den in 

saurer Umgebung stabileren Alditolen reduziert werden (Stevenson & Furneaux, 1991). 

Deshalb wurde die Säurehydrolyse der Modelllevane in Anwesenheit des Reduktionsmittels 

4-Methylmorpholinboran (MMB) mit verschiedenen TFA-Konzentrationen, Dauern und Tempe-

raturen durchgeführt. In ersten Versuchen wurde über die Deuteriummarkierung jedoch nach-

gewiesen, dass eine zweite Reduktion durch NaBD4 nach der Hydrolyse notwendig ist, um alle 

partiell methylierten Monosaccharide zu reduzieren. Dabei wurde der Großteil der partiell 

methylierten Monosaccharide erst durch NaBD4 reduziert. Zwar wurde für underivatisierte 

Fructose die vollständige Reduktion durch MMB beschrieben (Garegg et al., 1988), allerdings 

spielen auch hier Unterschiede zwischen underivatisierter und teilweise methylierter Fructose 

sowie Unterschiede in den Hydrolysebedingungen eine Rolle. Der Einsatz von MMB brachte 

unter den verwendeten Bedingungen keinen Vorteil, da die verschiedenen PMAA in den 

gleichen Verhältnissen vorlagen wie nach einer TFA-Hydrolyse ohne MMB. Dennoch könnten 

die verwendeten Herangehensweisen, HPSEC und reduktive Bedingungen während der 

Hydrolyse, auf die Untersuchung anderer Polysaccharide übertragen werden.  

 

Die unterschiedlichen optimalen Hydrolysebedingungen für Glucane und Levane erschweren 

die gleichzeitige Bestimmung der glycosidischen Bindungen beider HoEPS aus ihrer 

Mischung, wie sie bei fermentativen HoEPS-Synthesen erhalten werden kann. Um die 

arbeitsintensive und verlustbehaftete Isolierung von Glucanen bzw. Levanen (Kapitel 2.1) zu 

vermeiden, wurde im nächsten Schritt untersucht, ob die Anwesenheit des jeweils anderen 

HoEPS die jeweiligen Ergebnisse für Glucane und Levane beeinflusst. Ziel war hier, die Anteile 

der glycosidischen Bindungen in beiden HoEPS richtig, das heißt wie nach Analyse der Einzel-

HoEPS, zu quantifizieren. Zur Bestimmung der Anteile an Levan und Glucan in ihrer Mischung 

ist die Monosaccharidbestimmung besser geeignet als die Methylierungsanalyse (Kapitel 2.1).  
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Eine definierte 50/50 (w/w)-Mischung aus Modelllevanen und wasserlöslichen Modellglucanen 

wurde nach Methylierungsanalyse mit verschiedenen Hydrolysebedingungen (1 M TFA bei 

70 °C für 30 min sowie bei 121 °C für 90 min; 2 M TFA bei 121 °C für 60 und 90 min; 3 M TFA 

bei 121 °C für 90 min) analysiert (Abbildung 4.2). Für Modelllevane wurden nach Hydrolyse der 

Mischung mit 1 M TFA bei 70 °C für 30 min im Vergleich zur Einzelsubstanz (Abbildung 4.2 

links) ähnliche Ergebnisse erhalten, ohne dass aus Glucanen stammende PMAA im Chroma-

togramm sichtbar waren. Entsprechend konnten die wasserlöslichen Modellglucane nach 

Hydrolyse mit 3 M TFA bei 121 °C für 90 min bestimmt werden, da störende PMAA aus 

Levanen nur 2 % der gesamten PMAA ausmachten. Alle PMAA beider Modell-HoEPS wurden 

nach Hydrolyse mit 1 M TFA bei 121 °C für 90 min sowie nach 2 M TFA bei 121 °C für 60 und 

90 min nachgewiesen. Allerdings erschwerte hier die partielle Peaküberlappung der PMAA 

von 2,1,6-Fruf und 1,3,6-Glcp die Quantifizierung und die Reproduzierbarkeiten unterschieden 

sich stark. Nach Hydrolyse mit 2 M TFA bei 121 °C für 60 min war die Abweichung innerhalb 

der Doppelbestimmung für beide Modell-HoEPS gering, allerdings waren die PMAA aus 

Levanen (20 %) im Vergleich zu denen aus wasserlöslichen Glucanen unterrepräsentiert 

(80 %). Dennoch ermöglichen diese Hydrolysebedingungen die Identifizierung und gute 

Abschätzung der Anteile der glycosidischen Bindungen beider Modell-HoEPS, sodass mit 

ihnen einen Überblick über die in einer Probe vorliegenden HoEPS erhalten werden kann.  

Abbildung 4.2: Anteile der glycosidischen Bindungen in den Modelllevanen und wasserlöslichen 

Modellglucanen in Abhängigkeit unterschiedlicher Hydrolysebedingungen während der Methy-

lierungsanalyse der 50/50 (w/w)-Mischung beider Polysaccharide in Doppelbestimmung. Die Hydro-

lysebedingungen (Trifluoressigsäure-Konzentration (M), Dauer (min) und Temperatur (°C)) sind unter 

den Balken angegeben. Zum Vergleich sind links die Ergebnisse für die einzelnen Polysaccharide (linker 

Balken Levane, rechter Balken Glucane) nach jeweils optimalen Hydrolysebedingungen gezeigt. Fruf: 

Fructofuranose, Glcp: Glucopyranose, t: terminal, die Zahlen geben die Position der O-Substitution an. 
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Zusammengefasst konnten an die verschiedenen HoEPS angepasste Bedingungen für die 

Methylierungsanalyse ermittelt werden. Außerdem konnte gezeigt werden, dass aus der 

Analyse von HoEPS-Mischungen Informationen über die enthaltenen HoEPS und deren Anteile 

an glycosidischen Bindungen erhalten werden können. Die gewonnenen Erkenntnisse erlau-

ben eine genaue Analyse der glycosidischen Bindungen in den enzymatisch und fermentativ 

hergestellten HoEPS dieser Arbeit. Daneben können zukünftig weitere Polysaccharide mit Hilfe 

der hier verwendeten Ansätze untersucht und weitere Einblicke in die ablaufenden Reaktionen 

gewonnen werden, was zum besseren Verständnis der Vorgänge während der Derivatisierung 

beitragen kann.   
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4.2 Wasserunlösliche α-Glucane von Streptococcus-
Glucansucrasen 

Während die Rolle der wasserunlöslichen Glucane, die durch GS von Streptococcus-Bakterien 

gebildet werden, bei der Entstehung von Plaque und Karies gut untersucht wurde (Kapitel 1), 

ist über die Feinstrukturen der Glucane einzelner GS wenig bekannt (Kapitel 2.2.2.2). Daher 

wurden zur systematischen und detaillierten Untersuchung von wasserunlöslichen 

Streptococcus-Glucanen fünf ausgewählte GS rekombinant hergestellt und zur Glucan-

synthese eingesetzt: SMUT1101 und SMUT1102 von Streptococcus mutans DSM 20523 

(NCTC 10449, ATCC 25175) sowie SSAL4540, SSAL4545 und SSAL4550 von Streptococcus 

salivarius DSM 20560 (NCTC 8618, ATCC 7073). Da die GS beider Stämme bisher nicht 

untersucht wurden, wurden ihre GS durch Aminosäuresequenzvergleich den bereits 

bekannten GS von Streptococcus mutans und salivarius (Kapitel 2.2.2.2) zugeordnet. 

SMUT1101 wurde als GTF-SI und SMUT1102 als GTF-I identifiziert, die beide 1,3- und 1,6-

verknüpfte Glucane synthetisieren. Dahingegen wurde SSAL4550 als GTF-K zur Synthese 1,6-

verknüpfter Glucane und SSAL4545 als GTF-J zur Synthese 1,3-verknüpfter, teilweise 

kristalliner Glucane verwendet, um die Strukturvielfalt der wasserunlöslichen Glucane 

abzudecken. Außerdem wurde die GS SSAL4540 hergestellt, die gemäß Aminosäure-

sequenzvergleich zu keiner der vier bekannten GS von Streptococcus salivarius passt und 

deshalb neuartige Glucane synthetisieren könnte. Die Glucansynthese erfolgte in mit CaCl2-

versetzter Saccharoselösung bei 37 °C. Die wasserunlöslichen Glucane wurden abzentrifugiert 

und mit Wasser gewaschen. Sie wurden weder getrocknet noch eingefroren, um ihre nativen 

räumlichen Strukturen zu erhalten und sie mit Hilfe verschiedener Analysemethoden 

(Methylierungsanalyse, enzymatische Hydrolyse, HPSEC-RI, XRD, 13C-MAS-NMR-Spektros-

kopie) zu charakterisieren.  

 

Die Methylierungsanalyse (Abbildung 4.3) wurde unter Verwendung der an den Modell-

glucanen optimierten Bedingungen aus Kapitel 4.1 durchgeführt (Ultraschallbehandlungen 1 & 

2, 2 M TFA, 90 min, 121 °C). Für die enzymatischen Hydrolysen wurden endo-Dextranase 

(kommerziell bezogen; Chaetomium sp.) und endo-Mutanase (rekombinant hergestellt; 

Streptococcus salivarius) verwendet und die freigesetzten Oligosaccharide mittels HPAEC-

PAD/MS untersucht. Die von SSAL4550 produzierten Glucane waren ausschließlich α-1,6-

verknüpft: In der Methylierungsanalyse wurden < 5 % 1,3- und 1,3,6-Glcp-Einheiten bestimmt. 

Durch endo-Dextranase-Hydrolyse wurden Glucose, Isomaltose und Isomaltotriose freigesetzt. 

Allerdings waren keine an Position O3 verzweigten Isomalto-Oligosaccharide nachweisbar und 

nach endo-Mutanase-Hydrolyse wurden keine Oligosaccharide freigesetzt (Abbildung 4.4). 

Beides spricht dafür, dass die 1,3- und 1,3,6-Glcp-Einheiten aus der Methylierungsanalyse 

Artefakte darstellen.  
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Abbildung 4.3: Anteile der glycosidischen Bindungen der wasserunlöslichen Glucane, die durch 

die Glucansucrasen SSAL4540, SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101 und SMUT1102 synthetisiert 

wurden. Die glycosidischen Bindungen wurden in Doppelbestimmung durch Methylierungsanalyse 

bestimmt. t: terminal, Glcp: Glucopyranose, die Zahlen geben die Position der O-Substitution an. 

Abbildung 4.4: Chromatogramme (HPAEC-PAD) der endo-Mutanase-Hydrolysate der wasser-

unlöslichen Glucane, die durch die Glucansucrasen SSAL4540, SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101 

und SMUT1102 synthetisiert wurden. Die Nigero-Oligosaccharide wurden über ihre Retentionszeit 

identifiziert; die Polymerisationsgrade (DP) der unbekannten Oligosaccharide wurden über die Kopplung 

mit einem Massenspektrometer bestimmt. Die mit Sternchen (*) markierten Peaks stammten von 

Isomalto-Oligosacchariden, die auch im Überstand der nicht hydrolysierten Glucansuspension nach-

weisbar waren. t: terminal, Glcp: Glucopyranose, die Zahlen geben die Position der O-Substitution an. 

Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse zeigten, dass die von SSAL4545 produzierten 

Glucane hauptsächlich 1,3-Verknüpfungen und nur einen geringen Anteil an 1,3,6-verknüpften 

Einheiten (2 %) aufwiesen. Nach endo-Mutanase-Hydrolyse wurden neben ausschließlich 

α-1,3-verknüpften Nigero-Oligosacchariden weitere Oligosaccharide freigesetzt, für die mit 

Hilfe der massenspektrometrischen Detektion Polymerisationsgrade von 3 - 7 ermittelt werden 
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konnten. Die unterschiedlichen Retentionszeiten von Oligosacchariden mit demselben 

Polymerisationsgrad deuten darauf hin, dass diese Oligosaccharide unterschiedlich verknüpft 

sind und somit von Verzweigungen stammen. Durch endo-Dextranase wurden keine 

Oligosaccharide freigesetzt. Die Strukturen der von SSAL4550 und SSAL4545 gebildeten 

Glucane passen zu den für GTF-K und GTF-J Glucane in der Literatur beschriebenen 

Strukturen (Kobayashi et al., 2017; Kusumi et al., 2023; Simpson et al., 1995), außer dass die 

1,6-verknüpften Glucane wasserunlöslich sind. Dies könnte durch ein höheres 

Molekulargewicht und/oder die Linearität der Glucane von SSAL4550 begründet sein. 

 

Die von SSAL4540 synthetisierten Glucane enthielten 30 % 1,3-, 13 % 1,4- und 28 % 1,6-

verknüpfte Glcp-Einheiten und waren durch 11 % 1,3,6-Glcp-Einheiten verzweigt. Nach endo-

Dextranase-Hydrolyse wurden keine Oligosaccharide detektiert, was bedeutet, dass die 1,6-

Verknüpfungen für das Enzym nicht zugänglich waren und vermutlich nicht in Blöcken 

vorlagen. Analog wurden durch α-Amylase keine Oligosaccharide freigesetzt, was zeigte, dass 

die 1,4-Verknüpfungen für das Enzym nicht zugänglich waren. Durch endo-Mutanase-

Hydrolyse wurden neben linearen Nigero-Oligosacchariden weitere Oligosaccharide frei-

gesetzt. Im Vergleich zu den Hydrolysaten der anderen Glucane enthielt das Hydrolysat der 

von SSAL4540 produzierten Glucane zusätzliche Oligosaccharide, die 1,3-, 1,4- und/oder 1,6-

Verknüpfungen enthalten könnten. In der Literatur wurden nur wenige wasserunlösliche 

Glucane mit 1,4-Verknüpfungen beschrieben (Kapitel 2.2.2.2). Hayacibara et al. (2004) 

beschrieben 16 - 25 % 1,4-Verknüpfungen in Glucanen der GTF-C von Streptococcus mutans, 

führten jedoch keine genaueren Strukturanalysen dieser Glucane durch, sodass hier 

Streptococcus-Glucane mit relevanten Anteilen an 1,3-, 1,4- und 1,6-Verknüpfungen erstmalig 

genauer analysiert wurden. Zudem zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass auch GS aus 

Streptococcus salivarius derartige komplexe Glucane bilden können. 

 

Die von SMUT1101 und SMUT1102 gebildeten Glucane wiesen neben 1,6-Verknüpfungen mit 

55 bzw. 48 % hauptsächlich 1,3-Verknüpfungen auf und waren durch 1,3,6-Glcp-Einheiten 

verzweigt. Die Verknüpfungen entsprechen den in der Literatur (Hayacibara et al., 2004; Kopec 

et al., 1997) beschriebenen und bestätigen, dass GTF-I (SMUT1101) mehr 1,3-Verknüpfungen 

synthetisiert als GTF-SI (SMUT1102). Nach endo-Mutanase-Hydrolyse wurden alle Oligo-

saccharide, die auch aus den von SSAL4545 synthetisierten Glucanen freigesetzt wurden, 

detektiert. Dies wies auf einen ähnlichen Aufbau der 1,3-verknüpften Abschnitte in den von 

SMUT1101, SMUT1102 und SSAL4545 produzierten Glucanen hin. Die endo-Dextranase-

Hydrolyse der von SMUT1101 und SMUT1102 gebildeten Glucane resultierte in der 

Freisetzung von Isomalto-Oligosacchariden und an Position O3 verzweigten Isomalto-Oligo-

sacchariden mit mono- bis trimeren 1,6-verknüpften Seitenketten, die von Münkel et al. (2019) 

in wasserunlöslichen Glucanen anderer Bakteriengattungen nachgewiesen wurden (Kapitel 

2.2.2.2). Dies verdeutlichte, dass in den von SMUT1101 und SMUT1102 synthetisierten 

Glucanen 1,6-verknüpfte Abschnitte mit Seitenketten aus mehreren Einheiten vorlagen. Unter-

schiedliche Peakintensitätsverhältnisse der durch beide Hydrolasen entstandenen Oligosac-
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charide wiesen auf einen unterschiedlichen strukturellen Aufbau der von SMUT1101 und 

SMUT1102 gebildeten Glucane hin.  

 

Die Freisetzung von Isomalto-Oligosacchariden und an Position O3 verzweigten Isomalto-

Oligosacchariden durch endo-Dextranase sowie von potenziell verzweigten Nigero-Oligo-

sacchariden durch endo-Mutanase aus wasserunlöslichen Streptococcus-Glucanen wurde 

bisher nicht in der Literatur beschrieben. Hydrolasen wurden zur Strukturanalyse von wasser-

unlöslichen Glucanen von Streptococcus-GS verwendet, um den Anteil an Glucan, der nach 

Hydrolaseinkubation wasserlöslich wurde, zu bestimmen, oder es wurden einzelne Hydrolyse-

produkte quantifiziert. In machen Studien wurden auch verschiedene Hydrolyseprodukte 

mehrerer Glucane verglichen (Hare et al., 1978; Hayacibara et al., 2004; Kopec et al., 1997; 

Pearce et al., 1990; Vacca-Smith et al., 1996). Nach Mutanase-Hydrolyse von wasser-

unlöslichen Streptococcus-Glucanen wurden bereits lineare Nigero-Oligosaccharide detektiert 

(Pleszczyńska et al., 2012; Tsumori et al., 2011), allerdings wurden keine weiteren Oligo-

saccharide näher betrachtet. Die Strukturaufklärung der unbekannten Oligosaccharide könnte 

zukünftig genauere Aussagen über die Glucanstrukturen ermöglichen. 

 

Nach endo-Dextranase- und endo-Mutanase-Hydrolyse der enzymatisch hergestellten 

Streptococcus-Glucane blieben wasserunlösliche Rückstände zurück, die zusammen mit den 

unmodifizierten Glucanen mittels HPSEC-RI analysiert wurden. Das Lösungsmittel, in dem sich 

die meisten wasserunlöslichen Glucane dieser Arbeit lösten, war DMSO mit einem Zusatz von 

100 mM LiCl. Hierbei war die Zugabe von LiCl als Feststoff zu in DMSO vorgequollenen 

Glucanen nötig. Die von SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 synthetisierten Glucane und 

ihre Rückstände nach Hydrolyse wurden in DMSO mit 100 mM LiCl gelöst, während sich die 

von SSAL4550 und SSAL4540 produzierten Glucane nicht lösten und dementsprechend nicht 

analysiert werden konnten. Zur Abschätzung der Molekulargewichte dienten Standardglucane 

mit bekannten Molekulargewichten (dextran blue (circa 2 MDa); 670, 270, 64,3 und 12 kDa). 

Anhand der Elugramme (Abbildung 4.5) wurde deutlich, dass die Glucane der drei GS 

unterschiedliche Größenverteilungen besaßen. Während die von SSAL4545 synthetisierten 

Glucane eine breite Größenverteilung von circa 2 MDa bis 12 kDa aufwiesen, besaßen die von 

SMUT1102 produzierten Glucane ein hohes Molekulargewicht von circa 2 MDa. Die von 

SMUT1101 synthetisierten Glucane enthielten zwei Fraktionen mit circa 2 MDa und weniger 

als 12 kDa Molekulargewicht. Auch die wasserunlöslichen Rückstände nach endo-Dextranase-

Hydrolyse wiesen unterschiedliche Molekulargewichtsverteilungen auf. Das Molekulargewicht 

der von SMUT1102 synthetisierten wasserunlöslichen Glucane wurde durch die Hydrolyse von 

circa 2 MDa auf 64,3 bis12 kDa verringert, was bedeutet, dass sowohl die nicht-hydrolysierten 

1,3-Verknüpfungen als auch die hydrolysierten 1,6-Verknüpfungen in längeren Abschnitten 

vorlagen. Durch endo-Dextranase-Hydrolyse wurde bei den wasserunlöslichen Fraktionen der 

von SMUT1101 synthetisierten Glucane die relative Peakintensität der höhermolekularen 

Fraktion verringert. Dementsprechend wurde diese Fraktion teilweise hydrolysiert. Auf die 

Molekulargewichtsverteilung der von SSAL4545 produzierten Glucane hatte endo-Dextranase 
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hingegen keinen Einfluss, was bestätigte, dass diese Glucane nicht durch endo-Dextranase 

hydrolysiert wurden. 

Abbildung 4.5: Elugramme (HPSEC-RI) der wasserunlöslichen Glucane, die durch die Glucan-

sucrasen SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 synthetisiert wurden, sowie ihrer wasser-

unlöslichen Produkte nach endo-Dextranase- (A) und endo-Mutanase-Hydrolyse (B). Die Elutions-

volumina der Peakmaxima der Größenstandards (dextran blue: circa 2 MDa) und das Elutionsvolumen 

von Glucose (Vt) sind durch Referenzlinien angegeben. Zudem sind die Elugramme der beiden Enzyme 

ohne Glucan gezeigt. 

Auch die Molekulargewichtsverteilungen der wasserunlöslichen Rückstände nach endo-

Mutanase-Hydrolyse unterschieden sich. Das Elutionsprofil der von SSAL4545 gebildeten 

wasserunlöslichen Glucane wurde durch die Hydrolyse wenig verändert. Folglich hatte die 

Freisetzung der wasserlöslichen Oligosaccharide keinen Einfluss auf die Molekular-

gewichtsverteilung. Diese unvollständige Hydrolyse durch endo-Mutanase war bei den 

hauptsächlich 1,3-verknüpften Glucanen nicht zu erwarten und könnte an einer begrenzten 

enzymatischen Zugänglichkeit der Glucane, beispielsweise durch kristalline Bereiche, liegen. 

Bei den von SMUT1102 synthetisierten Glucanen resultierte die endo-Mutanase-Hydrolyse in 

Produkten mit einer breiteren Größenverteilung und dem Entstehen einer neuen Fraktion im 

Größenbereich von 64,3 bis 12 kDa. In Kombination mit der endo-Dextranase-Hydrolyse wurde 

deutlich, dass die linear 1,6-verknüpften Abschnitte im Durchschnitt länger waren, als die linear 

1,3-verknüpften Abschnitte. Insgesamt wiesen die Ergebnisse auf das Vorliegen von 

Copolymeren mit 1,6- und 1,3-verknüpften Abschnitten hin. Copolymer-Strukturen mit 1,3- und 

1,6-verknüpften Abschnitten wurden bisher für wasserunlösliche Glucane von Leuconostoc 

und von Streptococcus salivarius vorgeschlagen (Kapitel 2.2.2.2). Dabei wurde für beide 

Gattungen jeweils eine GS beschrieben, die copolymere Glucane synthetisiert (Kusumi et al., 

2023; Wangpaiboon et al., 2020), während hier erstmals copolymere α-Glucane einer GS aus 

Streptococcus mutans identifiziert wurden. Bei den von SMUT1101 synthetisierten Glucanen 

wurde die relative Peakfläche der Fraktion mit geringerem Molekulargewicht durch endo-
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Mutanase-Hydrolyse reduziert, was darauf hindeutet, dass hier konsekutiv 1,3-verknüpfte 

Abschnitte vorlagen. Somit lagen bei den von SMUT1101 synthetisierten Glucanen in der 

höhermolekulareren Fraktion vor allem 1,6-Verknüpfungen und in der niedermolekulareren 

Fraktion vor allem 1,3-Verknüpfungen vor. Insgesamt bestätigten die HPSEC-Analysen die 

Ergebnisse der HPAEC und zeigten, dass es sich bei den von SMUT1101 und SMUT1102 

produzierten Glucanen um komplexe (Co)Polymere mit unterschiedlicher Struktur handelte. 

Zusammenfassend konnte durch die HPSEC-RI-Analysen festgestellt werden, dass die von 

SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 produzierten wasserunlöslichen α-Glucane sehr unter-

schiedliche Größenverteilungen aufwiesen. Für die von GTF-L gebildeten gemischt-

verknüpften Glucane bestimmten Kusumi et al. (2023) ein Molekulargewicht von ca. 1 MDa mit 

relativ hoher Polydispersität, was zusätzlich darauf hindeutet, dass die Molekulargewichts-

verteilungen der Glucane von Streptococcus-GS vielfältig sind. Jedoch existiert für die 

Bestimmung der Molekülgröße von wasserunlöslichen Glucanen keine weitere Literatur 

(Kapitel 2.2.2.2), sodass diese Arbeit die bisherigen Erkenntnisse deutlich erweitert.  

 

Um Informationen über starre, kristallähnliche Bereiche in den enzymatisch hergestellten, 

nativen Glucanen zu erhalten, wurden sie mit XRD und 13C-MAS-NMR-Spektroskopie 

analysiert. Hierfür wurden die Glucane nass und unter Vermeidung von Wasserverdunstung 

vermessen. In der XRD beugen vergleichsweise große kristalline Strukturen Röntgenstrahlen, 

was für die von SSAL4545, SMUT1101 und SSAL4540 synthetisierten Glucane beobachtet 

werden konnte. In den Diffraktogrammen der von SSAL4545 und SMUT1101 produzierten 

Glucane waren Peaks vorhanden, die in Literatur bereits für lineare α-1,3-verknüpfte Glucane 

gefunden wurden (Kobayashi et al., 2017). Für die von SSAL4540 gebildeten Glucane wurden 

jedoch bei anderen Winkeln Peaks detektiert, was auf eine andere Kristallstruktur hinweist. Zur 

weiteren Analyse dieser starren Bereiche wurden die Proben mit 13C-MAS-NMR-Spektroskopie 

(cross und direct polarization) untersucht. Die cross polarization-NMR-Spektren der von 

SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 gebildeten Glucane waren ähnlich und enthielten 

hauptsächlich Signale, die α-1,3-Glcp-Einheiten zugeordnet werden konnten. Dement-

sprechend lagen in den starren, wenig beweglichen Bereichen hauptsächlich 1,3-Glcp-

Einheiten vor und die in den von SMUT1101 und SMUT1102 synthetisierten Glucanen 

enthaltenen 1,6-Glcp-Einheiten befanden sich in beweglicheren Abschnitten. Diese Erkenntnis 

bestätigten die direct polarization-NMR-Spektren, in denen zusätzliche Signale auftraten, die 

α-1,6-Glcp zugeordnet wurden. Dass die starren Bereiche der von SMUT1102 gebildeten 

Glucane in den Diffraktogrammen nicht sichtbar waren, könnte aus ihrer geringen Größe 

resultieren. Für die von SSAL4540 synthetisierten Glucane waren lediglich im direct 

polarization-NMR-Spektrum, aber nicht im cross polarization-NMR-Spektrum Signale vor-

handen. Dies deutete entgegen der Ergebnisse aus der XRD darauf hin, dass diese Glucane 

keine starren Bereiche aufwiesen. Eventuell stammten die Peaks im Diffraktogramm von 

Verunreinigungen, sodass die Glucane von SSAL4540 als gemischt-verknüpfte Glucane mit 

drei Verknüpfungstypen zukünftig weiter untersucht werden sollten. Dennoch zeigen die 

erhaltenen Ergebnisse, dass nicht nur in ausschließlich 1,3-verknüpften sondern auch in 

gemischt-verknüpften Glucanen von Streptococcus-GS starre, kristallähnliche Bereiche 
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vorliegen. Bisher waren lediglich zu gemischt-verknüpften Glucanen einer GS von 

Leuconostoc Hinweise auf kristalline Bereiche durch XRD-Analysen vorhanden (Kapitel 

2.2.2.2). Darüber hinaus erlaubt die MAS-NMR-Spektroskopie erstmalig Einblicke in die 

Verteilung der Verknüpfungstypen in den beweglichen bzw. starren Bereichen der Glucane.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen die in der Literatur für Glucane von Streptococcus-GS 

beschriebenen Verknüpfungen und zeigen darüber hinaus Einblicke in die Feinstrukturen, was 

die Kombination der Analysemethoden ermöglicht. Durch die Verwendung einzelner, 

rekombinant hergestellter GS konnten strukturell diverse wasserunlösliche α-Glucane 

synthetisiert werden. Die von SSAL4550 synthetisierten Glucane wurden als lineare, 1,6-

verknüpfte Glucane identifiziert, die keine starren oder kristallähnlichen Bereiche aufwiesen. 

Die von SSAL4545 produzierten Glucane waren fast ausschließlich aus 1,3-Verknüpfungen 

aufgebaut, zeigten eine breite Molekülmassenverteilung und wiesen kristalline Bereiche auf. 

Bei den von SSAL4540 gebildeten Glucanen handelte es sich um ungewöhnliche, gemischt-

verknüpfte Glucane mit drei Verknüpfungstypen. Während die 1,6- und 1,4-Verknüpfungen 

nicht enzymatisch hydrolysiert wurden, waren längere 1,3-verknüpfte Abschnitte vorhanden, 

die durch endo-Mutanase hydrolysiert wurden. Hier könnte die Identifizierung der unbekannten 

Oligosaccharide weitere Erkenntnisse über die Struktur liefern. Für diese Glucane konnten 

keine starren oder kristallähnlichen Bereiche nachgewiesen werden. SSAL4540 und die von 

ihr gebildeten Glucane sollten weiter untersucht werden, um aufzuklären, wie GS drei 

Verknüpfungstypen synthetisieren und ob die Glucane ungewöhnliche physikochemische 

Eigenschaften besitzen. Die von SMUT1101 und SMUT1102 produzierten Glucane besaßen 

längere 1,3- und längere 1,6-verknüpfte Abschnitte mit Verzweigungen. Außerdem wiesen sie 

starre, kristallähnliche Bereiche auf, in denen vor allem die 1,3-Glcp-Einheiten involviert waren, 

während sich die 1,6-Glcp-Einheiten in beweglicheren Bereichen befanden. Die Glucane 

beider GS unterschieden sich den enzymatischen Hydrolysen zufolge in ihren Feinstrukturen 

und besaßen unterschiedliche Molekülgrößenverteilungen. Die von SMUT1101 produzierten 

Glucane bestanden aus zwei Fraktionen mit unterschiedlicher Größe und Verknüpfungen, 

während die von SMUT1102 gebildeten Glucane Copolymere waren.  
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4.3 Fermentativ von Leuconostoc & Liquorilacto-
bacillus gebildete Homoexopolysaccharide  

Bei der fermentativen HoEPS-Synthese können Mischungen aus Glucanen und Fructanen 

entstehen. Für die Strukturanalyse stellt dies eine Herausforderung dar und in der Vergangen-

heit wurden nur von einigen Streptococcus-Bakterien die gesamten HoEPS vergleichend und 

umfassend untersucht (Birkhed et al., 1979). Deshalb wurden in dieser Arbeit sieben 

Bakterienstämme der Gattungen Leuconostoc und Liquorilactobacillus für den Vergleich der 

(Fein)Strukturen von fermentativ hergestellten, wasserlöslichen und -unlöslichen HoEPS 

ausgewählt: Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum NRRL B-1121 und B-1144, 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides NRRL B-1149, B-1438 und B-1118, 

Leuconostoc suionicum DSM 20241 und Liquorilactobacillus satsumensis DSM 16230. Die 

Bakterien wurden für die HoEPS-Synthese unter identischen Bedingungen in mit Saccharose 

supplementiertem Medium kultiviert. Anschließend wurden die Kulturen durch Zentrifugation 

in Überstände mit wasserlöslichen HoEPS sowie Rückstände mit wasserunlöslichen HoEPS 

und Bakterienzellen getrennt und nach einer angepassten Methode aufgereinigt. Hierbei 

wurden die wasserlöslichen HoEPS mit Ethanol präzipitiert und zur Abtrennung von Proteinen 

in 1 M NaOH gelöst und zentrifugiert, während die wasserunlöslichen Rückstände in 1 M NaOH 

gelöst, zentrifugiert und mit Ethanol präzipitiert wurden. Abschließend wurden alle HoEPS 

dialysiert und gefriergetrocknet. Die Bakterien aller sieben Stämme synthetisierten sowohl 

wasserlösliche als auch -unlösliche HoEPS, wobei sich die Gesamtausbeuten deutlich 

unterschieden. Es wurden zwischen 5 und 22 g HoEPS / L Kultur gebildet. Auch die relativen 

Ausbeuten an wasserlöslichen und wasserunlöslichen HoEPS variierten. Während Bakterien 

mancher Stämme hauptsächlich wasserunlösliche HoEPS bildeten (NRRL B-1121, B-1144, 

B-1118) synthetisierten andere hauptsächlich wasserlösliche HoEPS (NRRL B-1149, DSM 

20241). Zur Ausbeutenerhöhung könnten die Kultivierungsbedingungen für einzelne Stämme 

und HoEPS gezielt optimiert werden, was in der Literatur mehrfach beschrieben wurde 

(Esmaeilnejad-Moghadam et al., 2019; Nabot et al., 2022; Sawale & Lele, 2010). Dies lag jedoch 

nicht im Fokus dieser Arbeit und die Ausbeuten mancher Bakterienstämme (NRRL B-1121 & 

B-1144, DSM 20241 & 16230) waren auch ohne optimierte Kultivierungsbedingungen bereits 

vielversprechend.  

4.3.1 Wasserunlösliche Glucane  

Die wasserunlöslichen HoEPS aller sieben Stämme wurden nach TFA-Hydrolyse und 

Monosaccharidbestimmung als Glucane identifiziert. Die Ergebnisse der Methylierungsanalyse 

(Abbildung 4.6) zeigten, dass alle Glucane 1,6-, 1,3-, und 1,3,6-Glcp-Einheiten sowie terminale 

Glcp-Einheiten enthielten. Neben 3 - 12 % Verzweigungen machten die 1,6-Verknüpfungen 

36 - 68 % und die 1,3-Verknüpfungen 5 - 40 % aus. 1,3- und 1,6-Verknüpfungen sowie Ver-

zweigungen durch 1,3,6-Verknüpfungen sind typisch für wasserunlösliche Glucane (Kapitel 

2.2.2.2). Die Anteile der glycosidischen Bindungen in den Glucanen von NRRL B-1121, B-1149, 
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B-1118 und B-1438 ähneln den in der Literatur beschriebenen (Côté & Skory, 2015; Jeanes et 

al., 1954; Pearce et al., 1990; Slodki et al., 1986), während sie für die wasserunlöslichen 

Glucane von NRRL B-1144, DSM 20241 & 16230 bislang nicht beschrieben wurden. Die 

Ergebnisse für die Glucane der Stämme NRRL B-1144 und DSM 16230 bestätigen zudem, 

dass auch Glucane mit geringen Anteilen an 1,3-Glcp wasserunlöslich sein können. Im 

Vergleich zu den enzymatisch hergestellten Glucanen (Kapitel 4.2) ist die Varianz in den 

Bindungstypen gering, dennoch weisen die unterschiedlichen Anteile auf unterschiedliche 

Feinstrukturen hin. 

Abbildung 4.6: Anteile der glycosidischen Bindungen in den fermentativ hergestellten wasser-

unlöslichen Glucanen (links) und ihren wasserunlöslichen Rückständen nach endo-Dextranase-

Hydrolyse (rechts). Die Glucane wurden von Bakterien der Stämme NRRL B-1121, B-1144, B-1149, 

B-1438 & B-1118 und DSM 20241 & 16230 synthetisiert. Die glycosidischen Bindungen wurden in 

Doppelbestimmung durch Methylierungsanalyse bestimmt. t: terminal, Glcp: Glucopyranose, die Zahlen 

geben die Position der O-Substitution an. 

Um die Verteilung der verschiedenen Verknüpfungstypen zu untersuchen, wurden die wasser-

unlöslichen Glucane mit endo-Dextranase hydrolysiert. Die wasserlöslichen Produkte wurden 

mittels HPAEC-PAD analysiert. Neben Isomaltose wurden durch endo-Dextranase-Hydrolyse 

unterschiedliche, an Position O3 verzweigte Isomalto-Oligosaccharide in ähnlichen Verhält-

nissen freigesetzt. Diese Isomalto-Oligosaccharide wiesen mono- bis trimere an Position O3 

gebundene, 1,6-verknüpfte Seitenketten auf. Daraus konnte gefolgert werden, dass in den 1,6-

verknüpften Abschnitten der wasserunlöslichen Glucane mehrere Einheiten lange Seitenketten 

an Position O3 gebunden vorlagen. Diese Strukturelemente wurden ebenfalls von Münkel et 

al. (2019) in den wasserunlöslichen Glucanen der Leuconostoc GS Lc1215 und Lc2135 sowie 

von Lentilactobacillus hilgardii identifiziert (Kapitel 2.2.2.2). Auch für wasserunlösliche Glucane 

von Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355 gab es in der Literatur Hinweise auf 

Verzweigungen in den 1,6-verknüpften Abschnitten (Kapitel 2.2.2.2), jedoch wurden keine 

genaueren Analysen durchgeführt. Insgesamt schienen die Strukturen der 1,6-verknüpften 

Abschnitte denen von Dextranen zu ähneln (Kapitel 2.2.2.1).  
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Nach der endo-Dextranase-Hydrolyse blieben wasserunlösliche Rückstände zurück, die ent-

sprechend den Ergebnissen der Methylierungsanalyse hauptsächlich aus 1,3-Glcp mit 5 - 10 % 

1,3,6-Glcp bestanden (Abbildung 4.6). 1,6-Glcp war nur noch in Anteilen von 5 - 10 % 

enthalten. Demnach wurden die 1,6-Verknüpfungen fast vollständig hydrolysiert und die 1,6-

verknüpften Abschnitte der Glucane waren trotz Wasserunlöslichkeit der Glucane für die endo-

Dextranase zugänglich. Den HPSEC-RI-Ergebnissen zufolge reduzierte die endo-Dextranase-

Hydrolyse das Molekulargewicht der wasserunlöslichen Glucane von mehreren MDa auf circa 

270 bis 12 kDa (Abbildung 4.7). Folglich waren die 1,3-verknüpften Abschnitte relativ kurz und 

zwischen 1,6-verknüpften Abschnitten eingebettet. Durch endo-Mutanase-Hydrolyse wurden 

aus den 1,3-verknüpften Abschnitten der nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunlöslichen 

Rückstände neben linearen Nigero-Oligosacchariden zwei unterschiedlich verknüpfte 

Pentasaccharide in variierenden Anteilen freigesetzt. Entsprechend wiesen die 1,3-verknüpften 

Abschnitte der wasserunlöslichen Glucane unterschiedliche Feinstrukturen auf und es konnte 

bestätigt werden, dass die 1,3-verknüpften Abschnitte verzweigt waren. In der Literatur wurde 

lediglich die Freisetzung von Nigerose und Nigerotriose durch Mutanase aus zuvor mittels 

endo-Dextranase hydrolysierten wasserunlöslichen Glucanen von Leuconostoc mesenteroides 

B-523 berichtet (Côté & Leathers, 2009). Eine Analyse des Molekulargewichts der Poly-

saccharide sowie der Größe der verschiedenen Abschnitte erfolgte jedoch nicht, sodass die 

Ergebnisse dieser Arbeit das Wissen über bakterielle Glucane erweitern und eine Heran-

gehensweise zur Untersuchung weiterer wasserunlöslicher Glucane aufzeigen. Die HPSEC-RI-

Analysen dieser Arbeit erlauben den unmittelbaren Vergleich der Molekulargewichtsver-

teilungen aller untersuchten wasserunlöslichen Glucane. Die Unterschiede in den Molekül-

größen der fermentativ hergestellten Glucane waren im Vergleich zu den durch Streptococcus-

GS enzymatisch hergestellten wasserunlöslichen Glucanen (Kapitel 4.2) gering. Die 

Molekülgrößen der Glucane und ihrer nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunlöslichen 

Rückstände waren bei den fermentativ und den von SMUT1102 produzierten Glucanen 

ähnlich, was auf Copolymer-Strukturen mit ähnlichen langen Abschnitten hindeutet. 

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die wasserunlöslichen Glucane der sieben 

Bakterienstämme aus 1,6-verknüpften, verzweigten Abschnitten bestanden, die durch 

vergleichsweise kürzere 1,3-verknüpfte, ebenfalls verzweigte Abschnitte unterbrochen waren. 

Die isolierten 1,3-verknüpften Abschnitte waren wasserunlöslich und hatten unterschiedliche 

Feinstrukturen. Trotz der hohen Varianz in den Anteilen der 1,3- und 1,6-verknüpften 

Abschnitte wiesen die fermentativ hergestellten wasserunlöslichen Glucane ähnliche 

Strukturen auf. Diese blockartigen Strukturen erinnerten an die Struktur der von SMUT1102 

synthetisierten Glucane (Kapitel 4.2) und wurden auf Basis anderer Analysemethoden 

ebenfalls für weitere Glucane beschrieben (Côté et al., 1999; Kusumi et al., 2023; Wangpaiboon 

et al., 2020).  
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Abbildung 4.7: Elugramme (HPSEC-RI) der fermentativ hergestellten wasserunlöslichen Glucane 

und ihrer wasserunlöslichen Rückstände nach endo-Dextranase-Hydrolyse. Die Glucane wurden 

von Bakterien der Stämme NRRL B-1121, B-1144, B-1149, B-1438 & B-1118 und DSM 20241 & 16230 

synthetisiert. Die Elutionsvolumina der Peakmaxima der Größenstandards (dextran blue: circa 2 MDa) 

und das Elutionsvolumen von Glucose (Vt) sind durch Referenzlinien angegeben. 

4.3.2 Wasserlösliche Glucane & Fructane  

Neben den wasserunlöslichen Glucanen synthetisierten die Milchsäurebakterien aller sieben 

Stämme wasserlösliche HoEPS. Die Monosaccharidbestimmung nach TFA-Hydrolyse ergab, 

dass diese aus Glucanen und Fructanen in unterschiedlichen Anteilen bestanden. Die 

wasserlöslichen HoEPS der Stämme NRRL B-1149, B-1118 und DSM 20241 waren Fructane 

(Glucane < 3 %) und DSM 16230 bildete ausschließlich Glucane. Die Stämme NRRL B-1438, 

B-1121 und B-1144 synthetisierten wasserlösliche Glucane und Fructane. Die chemischen 

Verschiebungen der Signale in den 1H-NMR-Spektren der HoEPS wiesen darauf hin, dass es 

sich um 1,6-verknüpfte Glucane und Levane handelte. Zur genaueren Bestimmung der glyco-

sidischen Bindungen wurde die Methylierungsanalyse durchgeführt. Mit den Erkenntnissen der 

Methodenanpassung (Kapitel 4.1) wurden die fermentativ hergestellten HoEPS als Mischung 

eingesetzt und zweifach analysiert. Nach Hydrolyse mit 1 M TFA bei 70 °C für 30 min wurden 

die glycosidischen Bindungen der Fructane und nach Hydrolyse mit 3 M TFA bei 121 °C für 
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90 min die der Glucane bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass alle Glucane dieselben 

glycosidischen Bindungen in ähnlichen Anteilen enthielten. Sie bestanden hauptsächlich aus 

1,6-Glcp (ca. 75 %) und enthielten Verzweigungen durch ca. 10 % 1,3,6-verknüpfte Glcp-

Einheiten. Demnach handelte es sich bei allen um an Position O3 verzweigte Dextrane. Zudem 

wurden geringe Mengen an 1,3-Verknüpfungen (< 6 %), 1,4-Verknüpfungen (< 1 %) und 1,4,6-

Verknüpfungen (< 1 %) gefunden. Die geringen Anteile der 1,4- und 1,4,6-Glcp-Einheiten 

sprachen dafür, dass es sich um Artefakte aus der Aufarbeitung, beispielsweise durch 

Untermethylierung, handeln könnte. Den Verknüpfungen zufolge lagen typische Dextrane vor 

(Kapitel 2.2.2.1). 

 

Die Fructane waren aus 2,6-Fruf-Einheiten aufgebaut, was bestätigte, dass es sich um Levane 

handelte. Zusätzlich enthielten sie 2,1,6-verknüpfte Fruf-Einheiten in unterschiedlichen 

Anteilen. Da auch die Anteile an terminalen Fruf-Einheiten variierten, wurden zum Vergleich 

der Levane untereinander die Verzweigungsgrade (Anteil der verzweigten Einheiten an allen 

Rückgrat-Einheiten) berechnet. Sie variierten zwischen 7 und 24 %, wobei die Levane der 

Stämme NRRL B-1144 und B-1118 mit über 20 % am stärksten verzweigt waren. Dies bestätigt 

die Beobachtung aus der Literatur, dass hochverzweigte Levane von Leuconostoc 

mesenteroides produziert werden (Kapitel 2.3.2). Levane mit Verzweigungsgraden > 10 % 

wurden von Haddar et al. (2021), Han & Clarke (1990), Hancock et al. (1976) und Marshall & 

Weigel (1980a) beschrieben und auch zu niedrig verzweigten (< 5 %) Levanen existieren 

Studien (Bouallegue et al., 2020; Hundschell et al., 2020a; Shukla & Goyal, 2013). Jedoch 

resultieren die abweichenden Verzweigungsgrade in den bisherigen Studien aus der 

Kombination von verschiedenen Analysemethoden und Herkünften der Levane (Bakterien-

stamm, fermentative oder enzymatische Synthese und Bedingungen hierbei). Die ver-

gleichbaren Ergebnisse dieser Arbeit zeigen hingegen deutlich, dass die Verzweigungsgrade 

der betrachteten Levane sehr heterogen sind. Für die physikochemischen Eigenschaften sind 

die unterschiedlichen Verzweigungsgrade der Levane potenziell sehr relevant. Hier spielen 

jedoch auch die Verteilung und Länge der Seitenketten eine Rolle, was derzeit nur in Ansätzen 

bekannt ist (Kapitel 2.3.2). Aus diesem Grund wurde eine endo-Levanase aus Bacteroides 

thetaiotaomicron, die aus linearem Levan hauptsächlich Levanbiose und Levantriose freisetzt 

(Kapitel 2.3.1), rekombinant hergestellt und zur Hydrolyse der Levane eingesetzt. Die 

Hydrolyseprodukte wurden mittels HPAEC-PAD/MS analysiert (Abbildung 4.8). Aus allen 

Levanen wurden durch endo-Levanase dieselben Oligosaccharide in ähnlichen Verhältnissen 

freigesetzt, was demonstriert, dass die Levane dieselben Strukturelemente in ähnlichen 

Anteilen enthielten. Mit Hilfe von Standard-Oligosacchariden wurden Levanbiose und 

Levantriose identifiziert. Daneben waren unbekannte Oligosaccharide vorhanden. Da mehrere 

unterschiedlich eluierende Oligosaccharide denselben Polymerisationsgrad aufwiesen, 

handelte es sich um unterschiedlich verknüpfte Oligosaccharide. Das bedeutet, dass neben 

ausschließlich 2,6-verknüpften Levan-Oligosacchariden auch Oligosaccharide mit 2,1,6- oder 

2,1-Verknüpfungen vorlagen. Die Strukturen dieser gemischt-verknüpften Oligosaccharide aus 

endo-Levanase-Hydrolyse sind derzeit nicht bekannt und könnten zukünftig weiterführende 

Informationen über die Feinstrukturen der Levane liefern. Der hier verfolgte analytische Ansatz 
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bietet zudem die Möglichkeit die Feinstrukturen unterschiedlicher Levane miteinander zu 

vergleichen.  

 

Abbildung 4.8: Chromatogramme (HPAEC-PAD) der endo-Levanase-Hydrolysate der wasser-

löslichen Homoexopolysaccharide, die fermentativ durch Bakterien von sieben Stämmen (NRRL 

B-1121, B-1144, B-1149, B-1438 & B-1118 und DSM 20241 & 16230) produziert wurden. Levanbiose 

und Levantriose wurden über ihre Retentionszeit identifiziert. Die Polymerisationsgrade (DP) der 

unbekannten Oligosaccharide wurden über die Kopplung mit einem Massenspektrometer bestimmt. 

t: terminal, Fruf: Fructofuranose, die Zahlen geben die Position der O-Substitution an. 

Um genauere Einblicke in die Feinstrukturen der Dextrane zu erhalten, wurden sie mit endo-

Dextranase hydrolysiert und die erhaltenen Produkte mittels HPAEC-PAD analysiert. Wie bei 

den wasserunlöslichen Glucanen (Kapitel 4.3.1) entstanden neben Isomaltose unterschiedliche 

an Position O3 verzweigte Isomalto-Oligosaccharide, die das Vorhandensein von Seitenketten 

unterschiedlicher Länge in allen Dextranen zeigten. Diese Oligosaccharide wurden ebenfalls 

aus anderen Dextranen von Liquorilactobacillus, Latilactobacillus und Weissella freigesetzt 

(Kapitel 2.2.2.1). Die Molekülgrößen der wasserlöslichen HoEPS wurden mittels HPSEC-RI 

bestimmt. Während die Levane hohe Molekulargewichte im Bereich von 2 MDa - 670 kDa 

aufwiesen, zeigten die wasserlöslichen Glucane eine breite Molekulargewichtsverteilung von 

2 MDa bis unter 12 kDa. Die Zuordnung der Peaks zu beiden HoEPS wurde durch endo-

Dextranase-Hydrolyse bestätigt. Die für Levane bestimmten Molekulargewichte befanden sich 

im Bereich der für andere Levane bestimmten Molekulargewichte (Kapitel 2.3.2). Dahingegen 

waren die Molekulargewichte der Glucane im Vergleich zu anderen Glucanen klein 

(Kapitel 2.2.2.1). In der Literatur liegen wenige Vergleiche der Molekulargewichte von 

Glucanen und Levanen vor und diese zeigen unterschiedliche Molekulargewichtsverhältnisse 

beider HoEPS (Fels et al., 2018; van Geel-Schutten et al., 1999). Die Größen beider HoEPS 

können außerdem von den vorliegenden Fermentationsbedingungen abhängen. Sowohl für 

Glucane als auch Levane wurde gezeigt, dass die Kultivierungsbedingungen die Molekular-

gewichtsverteilung beeinflussen (Esmaeilnejad-Moghadam et al., 2019; Ua-Arak et al., 2017; 

Wu et al., 2013).  
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Insgesamt produzierten die sieben Bakterienstämme unterschiedliche wasserlösliche HoEPS, 

von denen die Glucane anderen an Position O3 verzweigten Dextranen strukturell ähneln. 

Allerdings besitzen sie eine ungewöhnlich breite Molekülgrößenverteilung. Die ebenfalls 

entstandenen Levane weisen variierende Verzweigungsgrade (7 - 24 %) und relativ hohe 

Molekulargewichte auf. Die fermentativ hergestellten HoEPS der sieben Stämme wurden in 

dieser Arbeit erstmals detailliert untersucht. Je nach Stamm können die fermentativ her-

gestellten HoEPS durch ein Zusammenspiel verschiedener GS bzw. FS oder durch einzelne 

Enzyme synthetisiert werden. Im Genom von Leuconostoc suionicum DSM 20241 wurden drei 

für GH70- und zwei für GH68-Enzyme kodierende Gene identifiziert. Aus der Literatur ist 

lediglich bekannt, dass dieser Stamm aktive GS exprimiert, wobei die Glucane im Gegensatz 

zu Akzeptorreaktionen nicht untersucht wurden (Chun et al., 2017; Nolte et al., 2019). Die 

fermentative Synthese von wasserunlöslichen Glucanen und Levanen in dieser Arbeit bestätigt 

die Expression von GS und FS durch DSM 20241. Für Liquorilactobacillus satsumensis DSM 

16230 wurden mehrere GH70-Enzyme und kein GH68-Enzym vorhergesagt (Sun et al., 2015). 

Für andere Liquorilactobacillus satsumensis Stämme ist die Synthese von wasserlöslichen und 

-unlöslichen Glucanen (durch zwei GS) bereits bekannt (Côté et al., 2013; Tan et al., 2022). Die 

Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch DSM 16230 unter den verwendeten Bedingungen 

wasserlösliche und -unlösliche Glucane synthetisiert und keine aktive FS exprimiert. Für 

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1118 wurden drei für GS und drei für FS kodierende 

Gene beschrieben und die Produkte einer FS als Levane identifiziert (Olvera et al., 2007). Die 

Glucane zweier GS untersuchten Côté & Skory (2015) näher. Dabei unterschieden sich die 

Anteile der Verknüpfungen in den Glucanen der beiden einzelnen GS von denen in den 

Glucanen, die durch die Kombination beider GS entstanden. Eine GS bildete wasserunlösliche 

Glucane mit 1,3- und 1,6-Verknüpfungen und die andere GS bildete wasserlösliche Glucane 

mit hohen Anteilen 1,6-Verknüpfungen. Beide GS zusammen synthetisierten den fermentativ 

hergestellten Glucanen ähnliche Glucane mit 70 % 1,6- und 13 % 1,3-Verknüpfungen (Côté & 

Skory, 2015), was die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen. In vorangegangenen Studien wurde 

bereits beschrieben, dass Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1149 Glucane und Levane 

produziert (Pearce et al., 1990; Seymour & Knapp, 1980; Shukla et al., 2010, 2011; Shukla & 

Goyal, 2013; Slodki et al., 1986), was in dieser Arbeit ebenfalls bestätigt werden konnte. Für 

NRRL B-1149, B-1121, B-1144 und B-1438 sind weder GS noch FS bekannt und es ist unklar, 

wie viele Sucrasen sie besitzen. Insgesamt zeigt die Ähnlichkeit der HoEPS-Strukturen, dass 

die sieben Bakterienstämme vergleichbare Enzyme oder Enzymkombinationen besitzen. 

Jedoch deuten Unterschiede, wie die relativen Ausbeuten an Levanen und Glucanen, sowie 

die unterschiedlichen Verzweigungsgrade der Levane auf verschiedene Enzyme und/oder 

Enzymaktivitäten bei den verwendeten Fermentationsbedingungen hin. Allgemein ist bekannt, 

dass die genaue Struktur von Glucanen auch von den Kultivierungsbedingungen abhängen 

kann (Pidoux et al., 1990; Wiater et al., 2012). Zudem könnten die HoEPS-Strukturen auch von 

Glucanasen und Fructanasen, die die Organismen ebenfalls exprimieren, beeinflusst werden 

(Kapitel 2.2.1 & 2.3.1). Für Leuconostoc und Liquorilactobacillus sind jedoch weder Levanase 

noch Mutanase oder Dextranase bzw. ein GH32, GH66 oder GH49 Enzym bekannt (CAZy, 

2024).   
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4.4 Enzymatisch & fermentativ gebildete Fructane 

4.4.1 Inuline von Lactiplantibacillus plantarum 

Heutzutage sind nur wenige bakterielle Inulosucrasen bekannt (Kapitel 2.3.1) und die 

Strukturen der von ihnen synthetisierten Inuline wurden kaum untersucht (Kapitel 2.3.2). In 

dieser Arbeit wurden Inuline charakterisiert, die von der erstmals beschriebenen Inulosucrase 

aus Lactiplantibacillus plantarum, LpInu, in Vorarbeiten synthetisiert wurden. Die Inuline wiesen 

eine breite Molekulargewichtsverteilung von circa 2 MDa bis 12 kDa auf, was mit Hilfe von 

Dextran-Größenstandards abgeschätzt wurde. Diese breite Verteilung ist ungewöhnlich (vgl. 

Kapitel 2.3.2), bestätigt aber, dass bakterielle Inuline größer als pflanzliche Inuline 

(Polymerisationsgrad bis 80, das heißt 13 kDa, Mensink et al., 2015) sind. Zusätzlich konnte 

dies durch 1H-NMR-Spektren bestätigt werden, in denen bei den von LpInu produzierten 

Inulinen, im Gegensatz zu pflanzlichen Inulinen, keine Peaks terminaler Glucose-Einheiten 

sichtbar waren. In der Methylierungsanalyse wurden neben terminalen und 2,1-verknüpften 

Fruf-Einheiten 7 % 2,1,6-verknüpfte Fruf-Einheiten identifiziert. Verzweigungen in bakteriellen 

Inulinen wurden bisher selten untersucht. Ebisu et al. analysierten Inuline von zwei Strepto-

coccus mutans Stämmen mittels Methylierungsanalyse und fanden 3 und 10 % 2,1,6-Fruf 

(Ebisu et al., 1975). Für Inuline der Inulosucrase aus Limosilactobacillus reuteri 121 

beschrieben van Hijum et al. 7 % Verzweigungen (t-Fruf nicht eingerechnet) (van Hijum et al., 

2002). Dementsprechend enthalten die von LpInu synthetisierten Inuline ähnliche Anteile an 

Verzweigungen. Neben den polymeren Inulinen synthetisierte LpInu Oligosaccharide, die 

mittels HPAEC-PAD analysiert wurden. Neben den linearen Saccharose-Derivaten Kestose, 

Nystose und Fructosylnystose wurden weitere, unbekannte Oligosaccharide detektiert. Von 

diesen konnten nur wenige den in pflanzlichem Inulin enthaltenen, linear 2,1-verknüpften Inulo-

Oligosacchariden zugeordnet werden, sodass LpInu vermutlich auch verzweigte Fructo-

Oligosaccharide bildet. Insgesamt sind die von LpInu gebildeten Oligosaccharide mit den von 

anderen rekombinanten Inulosucrasen produzierten Oligosacchariden vergleichbar (Anwar et 

al., 2008, 2010; Kralj et al., 2018).  

4.4.2 Fructane von Bombella 

Neben den für die Synthese von HoEPS (Levan) bekannten Essigsäurebakterien (Kapitel 2.3) 

wurde in vorangegangenen Arbeiten auch bei zwei Stämmen der Gattung Bombella (B.), 

B. apis TMW 2.1884 und B. mellum TMW 2.1889, Schleimbildung in Anwesenheit von 

Saccharose beobachtet. Die EPS des Schleims wurden aus beiden Bakterienkulturen isoliert 

und im Rahmen dieser Arbeit strukturcharakterisiert. Zur Molekülgrößenbestimmung wurden 

HPSEC-RI-Messungen durchgeführt und mit Werten aus asymmetric flow field-flow 

fractionation (AF4)-MALLS-Messungen verglichen. Beide Analysemethoden zeigten, dass es 

sich um hochmolekulare EPS mit Molekulargewichten zwischen 270 kDa und mehreren MDa 
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handelt. Die EPS der beiden Bombella Stämme wiesen dabei unterschiedliche Molekular-

gewichtsverteilungen auf. Die Monosaccharidbestimmung nach TFA-Hydrolyse wies auf das 

Vorliegen von Fructanen hin, während die 1H-NMR-Spektren ergänzend zeigten, dass die EPS 

Levan-Strukturelemente enthielten. Die Fructane beider Bombella Stämme waren durch 7 % 

2,1,6-Fruf-Einheiten verzweigt, was mit Hilfe der Methylierungsanalyse ermittelt wurde 

(Abbildung 4.9A). Neben 2,6-Fruf-Einheiten wurden auch 8 bzw. 15 % 2,1-Fruf-Einheiten 

identifiziert. Bakterielle Fructane, die sowohl 2,6- als auch 2,1-Fruf enthalten, wurden in der 

Literatur bisher nicht beschrieben. Dies könnte daran liegen, dass die beiden im Rahmen der 

Methylierungsanalyse erhaltenen Sorbit-Derivate der Fruf (Kapitel 2.1) je nach gaschromato-

graphischer Trennung der PMAA und Peakintensität koeluieren und deshalb nicht identifiziert 

wurden. Außerdem wurden in vielen Publikationen lediglich die NMR- und Infrarot-Spektros-

kopie zur Identifizierung und gleichzeitiger Strukturaufklärung von bakteriellen Fructanen 

verwendet (Anwar et al., 2008, 2010; Frasch et al., 2017; Jathore et al., 2012; Liu et al., 2017; 

Malang et al., 2015; Matulová et al., 2011; Ni et al., 2018; Olvera et al., 2007). Jedoch können 

in den NMR-Spektren häufig nur die Hauptverknüpfungstypen identifiziert werden (Kapitel 2.1), 

wie das Beispiel der Fructane von Bombella bestätigt. Deshalb ist es denkbar, dass weitere 

Fructane mit beiden Verknüpfungstypen existieren. Das gleichzeitige Vorhandensein von 2,6- 

und 2,1-Fruf deutet entweder auf eine Mischung von Levan und Inulin oder Fructan-

Copolymere mit 2,6- und 2,1-Verknüpfungen hin. Um Hinweise auf die Anordnung der Struktur-

elemente zu erhalten, wurden die Hauptverknüpfungen der Fructane (2,6-Fruf) mit endo-

Levanase hydrolysiert. Die freigesetzten Oligosaccharide wurden mittels HPAEC-PAD/MS 

analysiert (Abbildung 4.9B). Aus beiden Fructanen wurden neben Fructose, Levanbiose und 

Levantriose mehrere Oligosaccharide (Polymerisationsgrade von 2 - 7) freigesetzt. Zu unter-

schiedlichen Zeiten eluierende Oligosaccharide mit demselben Polymerisationsgrad deuteten 

darauf hin, dass unterschiedlich verknüpfte Oligosaccharide vorlagen. Der Vergleich mit dem 

Chromatogramm des Hydrolysats bekannter, 2,6- aber nicht 2,1-verknüpfter Levane von 

Gluconobacter albidus (Hundschell et al., 2020a) verdeutlichte, dass dieselben Oligo-

saccharide in unterschiedlichen Verhältnissen aus den Fructanen aller drei Essigsäure-

bakterienarten freigesetzt wurden. Demnach handelte es sich um 2,6-verknüpfte Levan-

Oligosaccharide und gemischt-verknüpfte Oligosaccharide, die vermutlich aus verzweigten 

2,6-verknüpften Bereichen und nicht aus den Übergängen von 2,6- zu 2,1-verknüpften 

Bereichen stammten. Zudem waren die endo-Levanase-Hydrolysate der Fructane von Bom-

bella mit denen der Levane von Leuconostoc und Liquorilactobacillus (Kapitel 4.3.2) 

vergleichbar. In allen Hydrolysaten wurden die gleichen Oligosaccharide detektiert, jedoch 

unterschieden sich die Peakintensitätsverhältnisse und damit die Anteile der einzelnen 

Oligosaccharide. Der Vergleich der HPSEC-RI-Elugramme der Fructane von Bombella vor und 

nach endo-Levanase-Hydrolyse zeigte, dass die hochmolekularen Fraktionen der Fructane 

beider Stämme zu niedermolekulareren Produkten abgebaut wurden. Im Hydrolysat der 

Fructane von B. mellum war zusätzlich ein Teil höhermolekularer Produkte (circa 670 kDa) 

vorhanden, bei denen es sich um 2,1-verknüpfte oder alternierend 2,1- und 2,6-verknüpfte 

Abschnitte des Fructans handeln könnte. Der Abbau der hochmolekularen Fructane und die 

Bildung von kleineren Polysacchariden spricht für das Vorliegen von Copolymeren. Fructan-
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Copolymere mit 2,1- und 2,6-Verknüpfungen sind unbekannt, sodass weitere Analysen die 

Struktur der Bombella-Fructane genauer aufklären sollten.  

Abbildung 4.9: Anteile der glycosidischen Bindungen in den Fructanen von Bombella (B.) mellum 

TMW 2.1889 und B. apis TMW 2.1884 (A) sowie Chromatogramme (HPAEC-PAD) der endo-

Levanase-Hydrolysate der Fructane beider Bombella Stämme (B). Zusätzlich ist das 

Chromatogramm des endo-Levanase-Hydrolysats der Levane von Gluconobacter (G.) albidus, die keine 

2,1-Verknüpfungen enthalten, gezeigt. Fructose, Levanbiose und Levantriose wurden über ihre 

Retentionszeit identifiziert. Die Polymerisationsgrade (DP) der unbekannten Oligosaccharide wurden 

über die Kopplung mit einem Massenspektrometer ermittelt. Die glycosidischen Bindungen wurden in 

Doppelbestimmung durch Methylierungsanalyse bestimmt. t: terminal, Fruf: Fructofuranose, die Zahlen 

geben die Position der O-Substitution an. 

Neben ihrer Struktur wirft die Synthese der Fructane durch Bombella weitere Fragen auf. 

Bombella-Bakterien besitzen keine GH68-Enzyme, sondern lediglich GH32-Enzyme (Jakob et 

al., 2019). Wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, sind GH32-Enzyme nicht dafür bekannt, hoch-

molekulare Fructane zu synthetisieren, sondern hauptsächlich Wasser als Akzeptormolekül zu 

verwenden und Oligosaccharide zu bilden (Lammens et al., 2009). In vorangegangenen 

Arbeiten wurde ermittelt, dass die GH32-Enzyme beider Bombella Stämme einen eigenen 

phylogenetischen Zweig innerhalb der GH32-Familie bilden. Die Fructansynthese durch 

Bombella-Bakterien konnte GH32-Enzymen zugeordnet werden, indem das entsprechende 

Gen von B. apis TMW 2.1884 in Vorarbeiten in E. coli kloniert wurde und die durch E. coli 

gebildeten EPS im Vergleich zu den durch Bombella-Bakterien synthetisierten EPS analysiert 

wurden. Die ähnlichen Ergebnisse der Strukturaufklärungen aller EPS zeigen erstmalig, dass 

GH32-Enzyme auch zur Synthese hochmolekularer Polysaccharide fähig sind. Auf Basis dieser 

Erkenntnisse ist es möglich, die Besonderheiten der GH32-Enzyme von Bombella, also die 

Bildung hochmolekularer Fructane mit zwei verschiedenen linearen Verknüpfungstypen und 

Verzweigungen, weiter zu untersuchen.   
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4.5 Zusammenfassende Diskussion & Ausblick 

Durch die Kombination verschiedener Analysemethoden konnten umfassende Informationen 

über die Strukturen zahlreicher HoEPS erhalten werden. Außerdem ermöglichte die 

Untersuchung von HoEPS unterschiedlicher Herkunft mit denselben Analysemethoden den 

direkten Vergleich ihrer (Fein)Strukturen, der aus anderen Studien nur selten möglich war. Als 

wichtige Methode zur Bestimmung der glycosidischen Bindungen in Polysacchariden wurde 

die Methylierungsanalyse an HoEPS angepasst. Die Hydrolyse permethylierter Glucane 

erforderte harschere Bedingungen als die Hydrolyse permethylierter Levane, was bestätigt, 

dass die glycosidischen Bindungen in Glucanen stabiler sind als in Fructanen. Neben 

geeigneten Bedingungen für die Hydrolyse der jeweiligen permethylierten HoEPS wurden an 

einigen Stellen Einblicke in die während der Derivatisierungsschritte ablaufenden Vorgänge 

erhalten. So konnte die Notwendigkeit von Ultraschallbehandlungen zur Quellung und 

Deprotonierung von in DMSO unlöslichen Glucanen nachgewiesen werden, während ein 

Einfluss der Ultraschallbehandlungen auf die Polysaccharidkettenlänge nicht gefunden wurde. 

In gleicher Weise könnten weitere in DMSO unlösliche Polysaccharide untersucht werden, um 

auch für sie die Methylierungsanalyse zu verbessern. Daneben zeigten die Untersuchungen 

der Hydrolyse von Levanen bei verschiedenen Bedingungen, dass sich permethylierte 

Polysaccharide anders verhalten können als unmodifizierte. Dies sollte für die Methylierungs-

analyse weiterer Polysaccharide in Zukunft stärker berücksichtigt werden. Außerdem wurde 

demonstriert, dass die HPSEC-Analyse wertvolle Informationen über den Reaktionsverlauf der 

Hydrolyse permethylierter Polysaccharide liefert. Hiermit könnte zukünftig auch näher 

untersucht werden, ob die glycosidischen Bindungen am Ende permethylierter Glucane 

schneller als die Bindungen in der Mitte hydrolysiert werden. Zusätzlich konnte in dieser Arbeit 

erstmals gezeigt werden, unter welchen Bedingungen die einfache Bestimmung einer HoEPS-

Mischung einen Überblick über die enthaltenen Glucane und Fructane ermöglicht, während 

aussagekräftige Ergebnisse für die einzelnen HoEPS durch zweifache Aufarbeitung der 

Mischung erhalten werden können. Mit diesem Wissen können HoEPS-Mischungen in Zukunft 

effizienter ohne vorherige Auftrennung analysiert werden. 

 

Mithilfe der angepassten Methylierungsanalyse, enzymatischer Hydrolysen sowie spektros-

kopischer und chromatographischer Methoden wurden verschiedene fermentativ und 

enzymatisch synthetisierte HoEPS bzw. HoEPS-Mischungen analysiert. Die Ergebnisse zeigen 

eindeutig, dass unterschiedliche Strukturen vorliegen. Während die fermentativ hergestellten 

wasserunlöslichen Glucane untereinander ähnliche Strukturen aufwiesen, waren die Verknüp-

fungstypen und Feinstrukturen der enzymatisch hergestellten wasserunlöslichen Glucane 

divers. Glucane beider Gruppen besaßen 1,3- und 1,6-verknüpfte Abschnitte. Von diesen 

bildeten nur die 1,3-verknüpften Abschnitte starre, kristallähnliche Bereiche aus und die 1,6-

verknüpften Abschnitte waren beweglicher, was Festkörperanalysen der enzymatisch her-

gestellten Glucane zeigten. Da dies in der Literatur nicht bekannt war, sollten Analysen von 

gemischt-verknüpften Glucanen anderer Herkunft zukünftig das Wissen erweitern. Die 
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fermentativ hergestellten Glucane sowie die von der GS SMUT1102 produzierten Glucane 

waren hochmolekulare Copolymere mit längeren 1,6- und 1,3-verknüpften Abschnitten, was 

durch HPSEC-Analysen der unmodifizierten und enzymatisch hydrolysierten Glucane ermittelt 

werden konnte. Im Vergleich dazu wiesen die Glucane der GS SMUT1101 zwei Fraktionen 

unterschiedlichen Molekulargewichts mit längeren 1,6- und kürzeren 1,3- verknüpften 

Abschnitten auf. Diese Erkenntnisse sind von Bedeutung, da in der Literatur die Molekülgrößen 

wasserunlöslicher Glucane lediglich vereinzelt und die Längen ihrer Abschnitte nicht 

beschrieben waren. Über die HPAEC-Analyse enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide aus 

den gemischt-verknüpften Glucanen konnte gezeigt werden, dass Verzweigungen sowohl in 

1,3- als auch 1,6-verknüpften Abschnitten existierten. Die Detektion entsprechender 

Oligosaccharide konnte zudem das Vorliegen von Seitenketten mit mehreren Einheiten in den 

1,6-verknüpften Abschnitten nachweisen. Zu den Seitenkettenlängen in den 1,3-verknüpften 

Abschnitten kann mit den gewonnenen Erkenntnissen keine Aussage getroffen werden, sodass 

zukünftig die durch endo-Mutanase freigesetzten, gemischt-verknüpften Oligosaccharide 

identifiziert werden sollten. Besonders die weitere Strukturaufklärung der von der GS 

SSAL4540 synthetisierten Glucane ist aufgrund der unterschiedlichen Verknüpfungstypen und 

des seltenen Vorkommens derartiger Glucane von großem Interesse. Außerdem konnte durch 

enzymatische Hydrolysen gezeigt werden, dass wasserunlösliche, vollständig linear 1,6-

verknüpfte Glucane und fast ausschließlich 1,3-verknüpfte Glucane von jeweils einer GS 

synthetisiert werden können. 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten wasserlöslichen Glucane hatten ähnliche und bekannte 

Dextran-Strukturen mit Verzweigungen durch 1,3,6-Glcp. Die Seitenketten waren teilweise 

mehrere Einheiten lang und entsprachen denen, die in anderen Dextranen zuvor gefunden 

wurden. Daneben wurden diese Strukturelemente in den 1,6-verknüpften Abschnitten der 

gemischt-verknüpften wasserunlöslichen Glucane identifiziert, was darauf hindeutet, dass 

diese Abschnitte Dextran-ähnlich aufgebaut sind. Das geringe Vorkommen von 1,3-, 1,4- und 

1,4,6-Glcp in Dextranen war bereits in der Literatur beschrieben. Allerdings war die Molekular-

gewichtsverteilung der untersuchten Dextrane ungewöhnlich breit, was möglicherweise in den 

verwendeten Kultivierungsbedingungen begründet ist und Einfluss auf die physikochemischen 

Eigenschaften hat. 

 

In dieser Arbeit wurden zudem Fructane unterschiedlicher Herkunft betrachtet. Neben ver-

zweigten bakteriellen Inulinen und Levanen wurden ungewöhnliche gemischt-verknüpfte 

Fructane identifiziert. Alle untersuchten Fructane hatten im Vergleich zu pflanzlichen Fructanen 

hohe Molekulargewichte, was andere Verwendungsmöglichkeiten eröffnen kann (Ni et al., 

2020). Außerdem waren alle Fructane durch 2,1,6-Verknüpfungen verzweigt. Dabei wiesen die 

Levane unterschiedliche und teilweise hohe Verzweigungsgrade (durchschnittlich fast jede 

vierte Einheit) auf. Diese Varianz in den Verzweigungsgraden war anhand der bisherigen 

Literatur anzunehmen, allerdings stammen die Literaturdaten aus unterschiedlichen Analyse-

methoden und sind deshalb nicht vergleichbar. Somit verdeutlichen die Ergebnisse dieser 

Arbeit erstmalig die Heterogenität der Verzweigungsgrade von bakteriellen Levanen. Für alle 
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Fructane ist der Einfluss ihrer Verzweigungen auf physikochemische und ernährungs-

physiologische Eigenschaften unklar (Cheng et al., 2021; Liu et al., 2020; Xu et al., 2018b). Hier 

könnten die unterschiedlich stark verzweigten Levane dieser Arbeit weiterführende Unter-

suchungen ermöglichen. Über die Verteilung und Länge der Seitenketten lassen die 

Ergebnisse dieser Arbeit jedoch keine Aussagen zu und in der Literatur ist dazu für Levan 

wenig und für Inulin nichts bekannt (Kapitel 2.3.2). Der von Marshall & Weigel (1980a, 1980b) 

verwendete Ansatz zur Bestimmung von Seitenkettenlängen (exo-β-Fructosidase und 

Methylierungsanalyse) ist relativ ungenau und erlaubt lediglich Rückschlüsse auf die ungefähre 

Länge der Seitenketten, weshalb er hier nicht verwendet wurde. Hier könnten die durch endo-

Fructanasen freigesetzten Oligosaccharide Informationen über die Feinstrukturen der Fructane 

liefern, weshalb die genauen Strukturen der unbekannten durch endo-Levanase freigesetzten 

Oligosaccharide in zukünftigen Arbeiten geklärt werden sollten. Daneben ließe sich der hier 

verwendete Ansatz, Fructane im Vergleich zu ihren Produkten aus endo-Levanase-Hydrolyse 

mit HPSEC-RI zu analysieren, auf endo-Inulinase-Hydrolysate übertragen. Für die Fructane von 

Bombella-Bakterien wurden in dieser Arbeit Hinweise erhalten, dass es sich bei ihnen um 

Copolymere mit 2,1- und 2,6-verknüpften Abschnitten handeln könnte. Bisher wurden 

gemischt-verknüpfte Fructane in der Literatur nicht beschrieben, weshalb die Fructane von 

Bombella mit den genannten Möglichkeiten weiter untersucht werden sollten. Zusätzlich 

könnten die enthaltenen 2,1- und 2,6-verknüpften Abschnitte, beispielsweise nach 

enzymatischem Abbau, isoliert und einzeln untersucht werden. 

 

Bei allen Ergebnissen ist zu berücksichtigen, dass sowohl bei der fermentativen als auch bei 

der enzymatischen HoEPS-Synthese unter anderen Bedingungen veränderte Strukturen 

entstehen könnten. Auch hierzu ist wenig bekannt und es besteht nach wie vor 

Forschungsbedarf, wobei die in dieser Arbeit (weiter)entwickelten Methoden vielversprech-

ende Optionen für weiterführende Untersuchungen darstellen. Darüber hinaus ist bei den im 

Rahmen dieser Arbeit fermentativ hergestellten HoEPS die Beteiligung einzelner Enzyme an 

der Synthese unklar, sodass die rekombinante Herstellung der Sucrasen und die Analyse ihrer 

jeweiligen Produkte Aufschluss geben kann. Hierfür liefern die Ergebnisse dieser Arbeit eine 

geeignete Grundlage, auf der beispielsweise gezielt eine FS, die hochverzweigte Levane 

synthetisiert, identifiziert werden könnte. Da Enzyme nicht nur nach ihrer Aminosäuresequenz 

und ihrer Struktur, sondern auch nach den von ihnen synthetisierten Produkten eingruppiert 

werden, ist eine umfassende Analyse der HoEPS sinnvoll. Daneben können die Kenntnisse 

über die genauen Strukturen der HoEPS zum Verständnis der Produktspezifität von Sucrasen 

beitragen. Die Strukturanalysen der Glucane von GS aus Streptococcus und der Bombella-

Fructane verdeutlichten, dass manche Unterschiede erst durch Betrachtung der Feinstrukturen 

und Kombination mehrerer Analysemethoden erkennbar sind. Da über die Feinstrukturen der 

meisten bisher in der Literatur beschriebenen HoEPS nichts bekannt ist, sollte diesem Aspekt 

in Zukunft mehr Aufmerksamkeit gewidmet werden. Dabei sollte der Fokus auf der Weiter-

entwicklung der Methoden zur enzymatischen Freisetzung von Oligo- und Polysacchariden aus 

(gemischt-verknüpften) HoEPS liegen. Hier ist neben der Analyse der Blocklänge ins-

besondere die Charakterisierung der durch endo-Mutanase und endo-Levanase freigesetzten 
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Oligosaccharide aussichtsreich. Darüber hinaus sollten die kristallähnlichen Bereiche in 

wasserunlöslichen Glucanen und ihre Auswirkungen auf Enzymzugänglichkeit und physiko-

chemische Eigenschaften weiter untersucht werden.  

 

HoEPS haben aufgrund ihrer vielfältigen, steuerbaren Strukturen, aber auch aufgrund ihrer 

vergleichsweise einfachen Synthese durch ein Enzym (Sucrasen) aus einem einzigen, gut 

verfügbaren Substrat (Saccharose) hohes Potential für viele industrielle Anwendungen. Vor 

allem eine mögliche in situ Bildung macht sie auch in der Lebensmittelherstellung attraktiv. Aus 

diesen Gründen lohnt es sich, ihre Synthese, die vorliegenden Strukturen und die gezielte 

Strukturmodifikation weiter zu erforschen. Beispielsweise können Sucrasen durch bio-

engineering hinsichtlich Stabilität und Produktspezifität optimiert werden, wenn die Einflüsse 

der Reaktionsbedingungen und Enzymstrukturen auf die HoEPS-Strukturen verstanden sind. 

Modifikationen der HoEPS können spezifisch durch Hydrolasen oder branching-Sucrasen 

erfolgen, allerdings sind branching-Sucrasen und debranching-Enzyme für 1,3-verknüpfte 

Glucane und Fructane noch unbekannt. In diesem Zusammenhang zeigen die Ergebnisse 

dieser Arbeit analytische Möglichkeiten auf und liefern für vielfältige HoEPS Grundlagen zur 

Untersuchung ihrer Struktur-Eigenschaftsbeziehungen. 
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5 Zusammenfassung 

Von Milch- und Essigsäurebakterien gebildete Homoexopolysaccharide (HoEPS) sind in 

verschiedenen Bereichen, beispielsweise in der Zahnplaque oder fermentierten Lebensmitteln, 

relevant. Für einen gezielten Einsatz in technischen Anwendungen oder in Lebensmitteln und 

für ihre Vermeidung in der Zahnplaque ist das Wissen über ihre molekulare Struktur und deren 

Zusammenhang mit den physikochemischen Eigenschaften essentiell. Bis heute sind haupt-

sächlich die grundlegenden Strukturen der HoEPS (α-Glucane und β-Fructane) bekannt und 

Feinstrukturen wurden selten betrachtet. Dies ist unter anderem in analytischen Heraus-

forderungen begründet, weshalb in dieser Dissertation die Strukturen von verschiedenen 

enzymatisch und fermentativ hergestellten HoEPS mit einer Reihe an separat angepassten und 

weiterentwickelten Analysemethoden detailliert untersucht wurden.  

 

Als wichtige Methode zur Bestimmung der in Polysacchariden enthaltenen glycosidischen 

Bindungen wurde die Methylierungsanalyse an bakterielle HoEPS angepasst. Anders als bei 

wasserlöslichen HoEPS erwiesen sich bei wasserunlöslichen α-Glucanen Ultraschall-

behandlungen für eine vollständige Methylierung als wichtig. Daneben benötigten α-Glucane 

harschere Hydrolysebedingungen (2 M Trifluoressigsäure, 121 °C für 60/90 min) als β-Fruc-

tane (1 M Trifluoressigsäure, 70 °C für 30 min). Eine Mischung aus wasserlöslichen α-Glucanen 

und β-Fructanen kann zur Bestimmung der glycosidischen Bindungen der einzelnen HoEPS 

ohne Auftrennung verwendet werden, wenn zwei Aufarbeitungen mit jeweils optimalen Hydro-

lysebedingungen durchgeführt werden.  

 

Neben der Methylierungsanalyse, der Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie und der Mono-

saccharidbestimmung wurden die HoEPS und ihre Produkte aus enzymatischen Hydrolysen 

(endo-Levanase, endo-Mutanase und endo-Dextranase) mittels Hochleistungsanionenaus-

tauschchromatographie gekoppelt mit gepulster amperometrischer und massenspektro-

metrischer Detektion sowie Hochleistungsgrößenausschlusschromatographie gekoppelt mit 

Brechungsindexdetektor untersucht.  

 

Zur Untersuchung wasserunlöslicher Glucane wurden fünf Glucansucrasen (GS) von 

Streptococcus-Bakterien rekombinant hergestellt und zur enzymatischen Glucansynthese 

eingesetzt. Neben linearen 1,6-verknüpften Dextranen und Glucanen mit einem ausschließlich 

1,3-verknüpften, schwach verzweigten Rückgrat wurden gemischt-verknüpfte Glucane 

erhalten. Die Glucane zweier GS waren 1,3-, 1,6- und 1,3,6-verknüpft und wiesen unter-

schiedliche Molekülgrößenverteilungen und Feinstrukturen auf, was die Analysen der Produkte 

aus endo-Dextranase- und endo-Mutanase-Hydrolysen verdeutlichten. Die Glucane der fünften 

GS enthielten 1,3-, 1,4- und 1,6-Verknüpfungen und hatten damit eine für Streptococcus 

salivarius-Glucane bisher nicht beschriebene Struktur. Mit Hilfe der endo-Mutanase-Hydrolyse 
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konnte gezeigt werden, dass die 1,3-verknüpften Abschnitte im Vergleich zu denen der 

anderen untersuchten Glucane abweichende Feinstrukturen aufwiesen. Zur Analyse 

geordneter Strukturen in den Glucanen kamen Röntgendiffraktion und 13C magic angle 

spinning NMR-Spektroskopie zum Einsatz. Für die 1,3-verknüpften sowie 1,3- und 1,6-

verknüpften Glucane wurden starre, kristallähnliche Bereiche beobachtet, die aus 1,3-

Glucopyranose-Einheiten aufgebaut waren. Die 1,6-Glucopyranose-Einheiten befanden sich in 

beweglicheren Bereichen. Dies sind die ersten Beobachtungen von kristallähnlichen Bereichen 

in von Streptococcus-GS produzierten gemischt-verknüpften Glucanen und es existierten 

bisher keine Einblicke in die Verteilung der glycosidischen Bindungen von gemischt-

verknüpften Glucanen in ihren starren, kristallähnlichen oder beweglichen Bereichen.  

 

Die HoEPS von sieben Milchsäurebakterienstämmen der Gattungen Leuconostoc und 

Liquorilactobacillus wurden fermentativ synthetisiert und wasserunlösliche sowie -lösliche 

HoEPS getrennt aufgereinigt und analysiert. Die relativen und absoluten Ausbeuten an 

wasserunlöslichen und -löslichen HoEPS der einzelnen Stämme variierten, wobei die wasser-

löslichen HoEPS zu unterschiedlichen Anteilen aus Glucanen und Fructanen bestanden. Die 

entstandenen wasserunlöslichen Glucane hatten copolymerartige Strukturen mit 1,3- und 1,6-

verknüpften Abschnitten, die jeweils durch 1,3,6-Glucopyranose-Einheiten verzweigt waren. 

Der Anteil an häufig mit Wasserunlöslichkeit in Verbindung gebrachten 1,3-Verknüpfungen 

variierte von 5 - 40 %. Die wasserlöslichen Glucane waren hauptsächlich 1,6-verknüpft und 

hatten ähnliche Strukturen, die mit bekannten Strukturen übereinstimmten. Die Glucane 

besaßen ungewöhnlich breite Molekülgrößenverteilungen. Bei den Fructanen handelte es sich 

um teilweise stark verzweigte Levane (Verzweigungsgrade 7 - 24 %) mit hohen Molekular-

gewichten. Durch endo-Levanase wurden verschiedene gemischt-verknüpfte Oligosaccharide 

freigesetzt.  

 

In dieser Arbeit wurden weitere Fructane näher untersucht. Die von einer Inulosucrase 

synthetisierten Inuline wiesen Verzweigungen und eine breite Molekülgrößenverteilung auf. 

Ungewöhnliche Fructane mit sowohl 2,1- als auch 2,6-Verknüpfungen und Verzweigungen 

durch 2,1,6-Fructofuranose-Einheiten besaßen ebenfalls hohe Molekulargewichte und wurden 

fermentativ von Bombella bzw. Enzymen der Glycoside Hydrolase Familie 32 dieser Essig-

säurebakterien produziert.  

 

Insgesamt unterstreichen die beschriebenen Ergebnisse die Vielfalt der molekularen Struk-

turen von bakteriellen α-Glucanen und β-Fructanen und verdeutlichen, dass die Kombination 

angepasster Analysemethoden detaillierte Strukturinformationen liefert. Dementsprechend 

wurde ein Grundstein für die Ermittlung von Struktur-Wirkungsbeziehungen gelegt, die für eine 

Anwendung der verschiedenen HoEPS von großer Bedeutung sind. 
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6 Summary 

Homoexopolysaccharides (HoEPS) from lactic and acetic acid bacteria are found, for example, 

in fermented foods or in human dental plaque. They are of particular interest in food or technical 

applications where their physico-chemical properties influence their applicability and depend 

on their molecular structure. The basic structures of HoEPS, α-glucans and β-fructans, are 

known. However, there are only few studies investigating the fine structures of different HoEPS. 

Therefore, the aim of this thesis was to characterize different enzymatically and fermentatively 

synthesized HoEPS in detail using a range of adapted analytical tools.  

 

First, methylation analysis was adjusted for the determination of glycosidic linkages in bacterial 

HoEPS. Ultrasonic treatments were crucial for complete methylation of water-insoluble glucans, 

but not necessary for water-soluble HoEPS. Complete hydrolysis of permethylated glucans 

required 2 M trifluoroacetic acid for 60/90 min at 121 °C, whereas fructans were hydrolyzed in 

1 M trifluoroacetic acid for 30 min at 70 °C. Mixtures of water-soluble glucans and fructans can 

be analyzed without previous separation in two batches using different conditions during 

hydrolysis.  

 

In addition to methylation analysis, nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and 

monosaccharide analysis, HoEPS and their products from enzymatic hydrolyses (endo-

levanase, endo-mutanase, endo-dextranase) were investigated by high performance size 

exclusion chromatography coupled to refractive index detection (HPSEC-RI) in combination 

with high performance anion exchange chromatography coupled with pulsed amperometric 

and mass spectrometric detection (HPAEC-PAD/MS).  

 

Five Streptococcus glucansucrases (GS) were selected for enzymatic synthesis of water-

insoluble glucans. Glucans with an exclusively 1,3-linked, weakly branched backbone and 

linear 1,6-linked dextrans were obtained from two GS, whereas three GS synthesized mixed-

linkage glucans. The glucans of one GS had an unusual structure with 1,3-, 1,4- and 1,6-

linkages. Furthermore, glucans of the remaining two GS were 1,3- and 1,6-linked and branched 

by 1,3,6-linked glucopyranose units. However, the mixed-linkage glucans had different fine 

structures as revealed by endo-mutanase and endo-dextranase hydrolyses followed by 

HPSEC-RI and HPAEC-PAD/MS analyses. X-ray diffraction and 13C magic angle spinning NMR 

spectroscopy indicated crystal-like regions in the 1,3-linked glucans as well as in the 1,3- and 

1,6-linked glucans. These crystal-like regions were composed of 1,3-linked units while 1,6-

linked units were found in the mobile regions. For mixed-linkage Streptococcus glucans these 

are the first reports of crystal-like regions. 
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For investigation of the overall HoEPS production of lactic acid bacteria seven strains from the 

genera Leuconostoc and Liquorilactobacillus were selected. Different yields of fermentatively 

synthesized water-soluble and water-insoluble HoEPS were obtained, isolated, and analyzed 

separately. Water-insoluble glucans were copolymers with blocks of 1,3-linkages and blocks of 

1,6-linkages. Both block types were branched by 1,3,6-glucopyranose units. 1,3-linkages, 

which are often associated with water-insolubility, showed varying portions (5 to 40 %). Water-

soluble HoEPS consisted of glucans and fructans in different portions. Glucans had similar 

structures which were comparable to those previously described. They were mainly composed 

of 1,6-linkages and had a broad molecular size distribution. Besides, fructans were identified 

as high molecular weight levans. Their degrees of branching varied from 7 to 24 % indicating 

that some of them were highly branched. Endo-levanase hydrolysis liberated different mixed-

linkage oligosaccharides.  

 

Other fructans investigated were enzymatically synthesized inulins which were branched and 

had a broad size distribution. Furthermore, unusual high molecular weight fructans synthesized 

by glycoside hydrolase family 32 enzymes from acetic acid bacteria had both 2,1- as well as 

2,6-linked units and branched 2,1,6-linked units. 

 

Overall, the results of this work emphasize the structural diversity of bacterial α-glucans and 

β-fructans and demonstrate that the combination of adapted analytical tools reveals detailed 

information on HoEPS structures. This knowledge of various HoEPS structures will allow an 

understanding of their physicochemical properties which are of great importance for different 

applications. 
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Supplementary 

Fig. S1: Ratio of PMAAs reduced by MMB (4-methylmorpholine-borane) and by deuteride in 

methylation analysis of levan with reductive hydrolysis using MMB and subsequent reduction with 

NaBD4. The values were calculated using the intensities of the fragments m/z 161 (reduced with 

MMB) and 162 (reduced with deuteride) in the spectra of PMAA peaks derived from 2,6-

fructofuranose.  
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Detailed structural characterization of five water-insoluble α-glucans 

produced by glucansucrases from Streptococcus spp. 

Supplementary 

Tab. S1. Previously described glucansucrases used for amino acid sequence alignment (Fig. 

S1) with glucansucrases used for glucan synthesis in this study (SMUT1101, SMUT1102, 

SSAL4540, SSAL4545 and SSAL4550). The assignment of glucansucrases was based on the 

results from Fig. S1. GTF: glucosyltransferase. 

Glucansucrase Protein Accession 
Number 

Strain Glucansucrase of 
this study 

GTF-I 
(GTF-B) 

AFM81411.1 
Streptococcus 
mutans GS-5 

SMUT1102 

GTF-SI 
(GTF-C) 

AFM81412.1 SMUT1101 

GTF-K CAA77898.1 
Streptococcus 

salivarius (ATCC 
25975) 

SSAL4550 

GTF-J AAA26896.1 SSAL4545 

GTF-L AAC41412.1 - 

GTF-M AAC41413.1 - 

S
M

U
T

1
1
0
2
 

G
T

F
-I

 

S
M

U
T

1
1
0
1
 

G
T

F
-S

I

S
S

A
L
4
5
5
0
 

G
T

F
-K

 

G
T

F
-M

 

G
T

F
-L

 

S
S

A
L
4
5
4
5
 

G
T

F
-J

 

S
S

A
L
4
5
4
0
 

SMUT1102 100.00 99.10  76.61 75.90 46.77 47.06 49.86 49.85 47.78 47.85 49.51 

GTF-I 99.10 100.00 76.18 76.76 46.77 47.38 50.14 49.63 47.78 47.94 49.74 

SMUT1101 76.61 76.18 100.00 98.66  44.58 44.80 48.20 47.92 46.70 46.78 47.72 

GTF-SI
75.90 76.76 98.66 100.00 44.77 45.16 48.84 47.94 46.66 46.71 48.15 

SSAL4550 46.77 46.77 44.58 44.77 100.00 96.47  46.38 45.88 51.17 50.89 54.40 

GTF-K 47.06 47.38 44.80 45.16 96.47 100.00 46.86 46.23 51.53 51.97 54.33 

GTF-M 49.86 50.14 48.20 48.84 46.38 46.86 100.00 53.36 44.18 44.74 48.61 

GTF-L 49.85 49.63 47.92 47.94 45.88 46.23 53.36 100.00 44.73 45.20 47.71 

SSAL4545 47.78 47.78 46.70 46.66 51.17 51.53 44.18 44.73 100.00 97.22  58.81 

GTF-J 47.85 47.94 46.78 46.71 50.89 51.97 44.74 45.20 97.22 100.00 58.88 

SSAL4540 49.51 49.74 47.72 48.15 54.40 54.33 48.61 47.71 58.81 58.88 100.00 

Fig. S1. Percent identity matrix of glucansucrases used for amino acid sequence alignment 

(Tab. S1) and glucansucrases SMUT1101, SMUT1102, SSAL4545, SSAL4550 and 

SSAL4540. GTF: glucosyltransferase. 
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Fig. S2. Sequence alignment of glucansucrases SMUT1101, SMUT1102, SSAL4540, 

SSAL4545 and SSAL4550 with sequences of glucansucrases GTF-K, GTF-J, GTF-L and 

GTF-M from Streptococcus salivarius as well as GTF-I and GTF-SI from Streptococcus 

mutans. Conserved regions II, III and IV harboring the three catalytic amino acids are shown. 

Nu: nucleophile, A/B: acid/base, TS: transition state stabilizer.  

  

   Region II   Region III   Region IV 

SMUT1102   S I R V D A V D N V D    H L S I L E A W S D N D    F I R A H D S E V Q D L I R 
GTF-I   S I R V D A V D N V D    H L S I L E A W S D N D    F I R A H D S E V Q D L I R 
SMUT1101   S I R V D A V D

0 
N V D    H L S I L E A W S Y N D    F I R A H D S E V Q D L I R 

GTF-SI   S I R V D A V D N V D    H L S I L E A W S Y N D    F I R A H D S E V Q D L I R 
SSAL4550   G I R V D A V D N V S    N I S I L E A W S Q N D    F V R A H D S E V Q T V I A 
GTF-K   G I R V D A V D N V S    N I S I L E A W S H N D    F V R A H D S E V Q T V I A 
GTF-M   G V R I D A V D N V D    H L S I L E A W S Y N D    F V R A H D S E V Q A V L A 
GTF-L   G V R V D A V D N V N    H L S I L E A W S H N D    F V R A H D S E 

 
V Q S I I G 

SSAL4545   G I R V D A V D N V D    H I S V L E A W S L N D    F I R A H D N
S 

N V Q D I I A 
GTF-J   G I R V D A V D N V D    H I S V L E A W S L N D    F I R A H D N N V Q D I I A 
SSAL4540   G I R V D A V D N V D    H I S I L E A W D L N D    F A R A H D N L V Q D I I R 
      Nu             A/B             TS        
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Fig. S3. GC-MS chromatograms of partially methylated alditol acetates (PMAA) derived from 

glucans produced by glucansucrases SMUT1101, SMUT1102, SSAL4545, SSAL4550 and 

SSAL4540. Peaks were identified by their mass spectra (Fig. S4) and assigned with the 

corresponding glycosidic linkages of glucopyranose (Glcp) units. Peaks marked with an 

asterisk are artifacts which are derived from the sample workup. Unassigned artifacts did not 

contain typical PMAA-derived fragments. t: terminal, the numbers indicate the position of 

substitution. 
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Fig. S4.  EI mass spectra of partially methylated alditol acetates (PMAA) derived from 

variously linked glucopyranose (Glcp) units. t: terminal, the numbers indicate the position of 

substitution. 
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Fig. S5. Schematic segments of glucans produced by glucansucrases SMUT1101, SMUT1102, 

SSAL4545, SSAL4550 and SSAL4540 based on the structural analysis conducted in this study. 

Glcp: glucopyranose, t: terminal, the numbers indicate the position of substitution. 
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Comprehensive structural characterization of water-soluble and water-
insoluble homoexopolysaccharides from seven lactic acid bacteria 
 

Supplementary 

 

 

Fig. S1: 1H-NMR spectra of water-soluble homoexopolysaccharides (HoEPS) obtained from 

seven lactic acid bacteria used in this study (Tab. 1). HoEPS were dissolved in D2O and acetone 

was used as reference (2.22 ppm). Characteristic signals for dextran and levan are marked. 
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Fig. S2: HPAEC-PAD chromatograms of endo-dextranase hydrolysates of water-soluble 

glucans (top) and water-insoluble glucans (bottom) from seven lactic acid bacteria strains 

(Tab. 1). In all chromatograms of water-insoluble glucans the peak maximum of isomaltose 

was standardized to the value of 1.0, and for water-soluble glucans different concentrations 

were injected due to varying intensities. Peaks were assigned by comparison with standard 

compounds previously described (Münkel et al., 2019; Münkel & Wefers, 2019).  
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Supplementary Material 

Characterization of a novel inulosucrase from Lactiplantibacillus plantarum  

 

Figure S1: GC-FID chromatogram of partially methylated alditol acetates (PMAA) derived 

from LpInu polysaccharide. PMAA were identified by mass spectrometry and peaks were 

assigned with the corresponding glycosidic linkages of fructofuranose units. t: terminal, Fruf: 

fructofuranose, the numbers indicate the position of substitution. 
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Table S1: Unique amino acid stretches in L. plantarum inulosucrase (LpInu) and 

their similarity with other fructansucrases as determined by BLASTp 

SADVTATSTSSSA (residues 45-57) 

Description Accession 
Per. 

Ident 

Query 

Cover 
E value 

Max 

Score 

Total 

Score 
Acc. Len 

fructansucrase 

[Weissella confusa] 

ADB27748.

1 
100% 100% 

1.00E-

08 
38.8 81.2 900 

SSSSAVK (residues 131-137) 

Description Accession 
Per. 

Ident 

Query 

Cover 
E value 

Max 

Score 

Total 

Score 
Acc. Len 

fructansucrase 

[Weissella confusa] 

ADB27748.

1 
100% 100% 0.004 21.8 96.9 900 

fructosyltransferase 

[Streptococcus mutans 

GS-5] 

AAA88584.

1 
100% 100% 5.9 13.4 22.9 797 

NVTMFDGHKE (residues 480-489) 

Description Accession 
Per. 

Ident 

Query 

Cover 
E value 

Max 

Score 

Total 

Score 
Acc. Len 

fructansucrase 

[Weissella confusa] 

ADB27748.

1 90% 100% 

9.00E

-07 32.9 32.9 900 
RNKDGKAVLDPDFIQENNG (residues 726-744) 

Description Accession 
Per. 

Ident 

Query 

Cover 
E value 

Max 

Score 

Total 

Score 
Acc. Len 

fructansucrase 

[Weissella confusa] 

ADB27748.

1 
100% 100% 

6.00E-

17 
63.8 63.8 900 

levansucrase 

[Lactobacillus gasseri] 
ACZ67287.1 100% 100% 6.4 15.5 30.5 768 
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Table S2: Densitometric analysis of the SDS-PAGE images to 

determine the purity of LpInu using ImageJ 

Band No. 
Relative front 

(Rf) 

Adjusted 

volume  
Band (%) 

1 0.157 3,42,350 89.8 

2 0.231 23,550 6.2 

3 0.349 15,200 4.0 
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S2: GH 32 family enzyme gene of B. apis TMW 2.1884 with the locus tag DTI93_RS00530 in the genome 

NZ_QORR01000001: 

>21884_B_apis_DTI93_RS00530 

ATGACGTCGGATGATGATCGTGAGCCTTCCGGCAAGGATGTCTTCATCGACAAGAATAGCAGTCTTTCCGGCACGTACTGGTCCGGAAGTGTG

TGGGTGGATGAAGAAGACAGGCTGGGCCGTGGTCGGGGCAGTGTCTATTATTACATATCTGGCCCGGCCCCTGTCTTGCAGGCCATATATCTC

CTGGTGGCGAAGAGGCTCGGCGAGGTTCCGTACAATTTGGGGATATGCTGTTCTCCTGATCTCGTGCCGGAATCCGTGCGTGATGAGGGGCG

GGACTTCAGGGACTGCCGTGTATTCTGGGATGACGATAACAGCCAGCTGGTGATGGCAACGACGATCGGAACACGATTTGCGTTCTTTCGCAG

CGTTAATGGGACGTCATGGGATTTTCTTTCCAGCATGGAAGGACCAGGACCGCTGGTGGAGTGCCCCAATGTCATGAAGCTGAAAATCGTCGA

TGATCATGGGAATACTCTGGGACATAAGTGGGCGATACTGGGAGCCGTGCAGGGTGATTATCCTGGTGGGACCCAGTCGCATGAATGCTGTGT

GGCTTGGTTGGGGGCGTGGGATGGCACGCAGTTTATTCCGGATGAGCAGGCCAAGGCCATCCCTCTGGATTACGGGCCGGATTCCTATGCGA

CCGTGGCAGGCCGCAATGGCAGGTCGACCTATGTGGGGTGCTGGCTGGGTAATTGGGATTACTCGCTTCTGCCTTCACCCTATAAGGGTTTCC

AGAACATCCAGTCCTATCCCAGGGCTTGCTGGATACAGACTGACTACAGTGGCCGGCAGAAAGTCTACACATGTCCTGTGGAAAAAGCGGATG

GTATCACTGGGATAGGGGGCCCCAGGCAGACGATAGGTGGTGAGGGCAATCCTGATTTTGCGTCAGATGAGGTAGAGACGTCGGACTGCTATC

GTCTGGATGTTGTGCTGGATCAGGTTGATGGTCACTGGCCAGAGGAAGTACGCATATCCGTCAATAAGGGCCGGGTGGAAGGCACGGAGTAC

AGTACCGACCTGATCATCTACCGGAGCGGTCAGATCACGTTTGACAGGACCAGAGCAGGCATCCTGTATCCCGGCTATCCCAATGAACCACCT

GAGGGCTGGGGAAAGACGTATTCCATTCCGGCAGGTCTGAAGAGCAATGCGACTTCCAACATGATCATCACCATCCTGATCGATACCAGCAGC

CTGGAAGTGTTCATCAATGGAGGCCAGACGTCCCTGACAGGGCTGGTCTTTCCACCGAAGGGATGTACGGGGGTCAACATTACGTCAACGCA

GCCTGTTCATGTGTCCGTTTCGACAAGTGATTATTGA 

 

Extended version (additional bases are marked in yellow): 

>21884_B_apis_ DTI93_RS00530_extended 

ATGGTCACGATTCTTATTTTTGATAATATTTGCCGTAGATGGCACAATTTTTATGGCAACGCTCTCATGAGACGGGGCCATGTGTGCCCTATCGGT

ACTGTCATCGGATTTTTTCGCGAAAGGTTTTTGTCTATGACGGACCTGTCCAATGTTTCGGTAGCGTATTATCCTAAGAGGCATCTGGCTCCTGT

ACCGGTCCCCGGCAGACACAAATGGCAGAATGACGGTCAAAACTACGTTTATGACCGGAAGGCCAGACTGTGGAGGACGTGGGCTCTGGGAA

ACCCGGAATGGACTCCTAACAGCGGTTTTCCAACGACGTCGTGGATTTCTTATAGCGGCCCTACCATCGATGCGATGACGTCGGATGATGATCG

TGAGCCTTCCGGCAAGGATGTCTTCATCGACAAGAATAGCAGTCTTTCCGGCACGTACTGGTCCGGAAGTGTGTGGGTGGATGAAGAAGACAG

GCTGGGCCGTGGTCGGGGCAGTGTCTATTATTACATATCTGGCCCGGCCCCTGTCTTGCAGGCCATATATCTCCTGGTGGCGAAGAGGCTCGG

CGAGGTTCCGTACAATTTGGGGATATGCTGTTCTCCTGATCTCGTGCCGGAATCCGTGCGTGATGAGGGGCGGGACTTCAGGGACTGCCGTG

TATTCTGGGATGACGATAACAGCCAGCTGGTGATGGCAACGACGATCGGAACACGATTTGCGTTCTTTCGCAGCGTTAATGGGACGTCATGGG

ATTTTCTTTCCAGCATGGAAGGACCAGGACCGCTGGTGGAGTGCCCCAATGTCATGAAGCTGAAAATCGTCGATGATCATGGGAATACTCTGGG

ACATAAGTGGGCGATACTGGGAGCCGTGCAGGGTGATTATCCTGGTGGGACCCAGTCGCATGAATGCTGTGTGGCTTGGTTGGGGGCGTGGG

ATGGCACGCAGTTTATTCCGGATGAGCAGGCCAAGGCCATCCCTCTGGATTACGGGCCGGATTCCTATGCGACCGTGGCAGGCCGCAATGGC

AGGTCGACCTATGTGGGGTGCTGGCTGGGTAATTGGGATTACTCGCTTCTGCCTTCACCCTATAAGGGTTTCCAGAACATCCAGTCCTATCCCA

GGGCTTGCTGGATACAGACTGACTACAGTGGCCGGCAGAAAGTCTACACATGTCCTGTGGAAAAAGCGGATGGTATCACTGGGATAGGGGGC

CCCAGGCAGACGATAGGTGGTGAGGGCAATCCTGATTTTGCGTCAGATGAGGTAGAGACGTCGGACTGCTATCGTCTGGATGTTGTGCTGGAT

CAGGTTGATGGTCACTGGCCAGAGGAAGTACGCATATCCGTCAATAAGGGCCGGGTGGAAGGCACGGAGTACAGTACCGACCTGATCATCTAC

CGGAGCGGTCAGATCACGTTTGACAGGACCAGAGCAGGCATCCTGTATCCCGGCTATCCCAATGAACCACCTGAGGGCTGGGGAAAGACGTA

TTCCATTCCGGCAGGTCTGAAGAGCAATGCGACTTCCAACATGATCATCACCATCCTGATCGATACCAGCAGCCTGGAAGTGTTCATCAATGGA

GGCCAGACGTCCCTGACAGGGCTGGTCTTTCCACCGAAGGGATGTACGGGGGTCAACATTACGTCAACGCAGCCTGTTCATGTGTCCGTTTC

GACAAGTGATTATTGA 
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