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1 Einleitung

Milch- und Essigsaurebakterien sind in unserer Umgebung weit verbreitet und spielen zum
Beispiel in fermentierten Lebensmitteln oder der Zahnplaque eine wichtige Rolle. Viele von
ihnen bilden extrazellulare 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; Winsche & Schmid, 2023; Yassunaka Hata et al., 2023). Die meisten HOEPS werden
aus Saccharose (B-D-Fructofuranosyl-(2,1)-a-D-Glucopyranosid) durch die extrazellularen
Enzyme Fructansucrase (FS) und Glucansucrase (GS) gebildet. FS synthetisieren unter
Freisetzung von Glucose Fructane, welche aus B-D-Fructofuranose-Einheiten (Fruf) aufgebaut
sind. GS bilden unter Freisetzung von Fructose Glucane, die aus a-D-Glucopyranose-Einheiten
(Glcp) bestehen (Jakob et al.,, 2019; Leemhuis et al, 2013; van Hijum et al., 2006).
Grundsétzlich werden Fructane in Inuline (2,1-Fruf) und Levane (2,6-Fruf) unterteilt, die an
Position O6 bzw. O1 verzweigt sein kénnen (Ni et al., 2019; Oner et al., 2016). Die am weitesten
verbreiteten bakteriellen a-Glucane werden nach dem im Rlckgrat vorwiegend vorliegenden
Verknipfungstyp als Dextrane (1,6-Verknipfungen) und Mutane (1,3-Verknipfungen)
bezeichnet. Sie kénnen je nach Verknipfungstyp im Riickgrat 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 Verknupfungstypen
und Verzweigungen in unterschiedlichen Anteilen, Langen und Verteilungen kénnen HoEPS
komplexe Strukturen aufweisen, wobei manche HoOEPS Abschnitte mit unterschiedlicher
Struktur besitzen. Zudem variiert die MolekilgréRenverteilung und Wasserldslichkeit von
HoEPS (Monsan et al., 2001). Weiterhin wurde fur wasserunlésliche a-Glucane die Ausbildung
von starren, kristalldhnlichen 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 Abhangigkeit ihrer
Herkunft. Zur detaillierten Strukturaufklarung von HoEPS ist eine Kombination verschiedener
Analysemethoden nétig (Coté et al., 1999; Kusumi et al., 2023; Minkel et al., 2019), wobei
Ergebnisse, die mit unterschiedlichen Methoden ermittelt wurden, selten direkt vergleichbar
sind. Manche Bakterienstdmme produzieren mehreren Sucrasen und sind daher in der Lage,
diverse HOEPS zu synthetisieren (van Hijum et al., 2006). In ihren nattrlichen Vorkommen
bestimmt die Kombination aus Bakterien und ihren Enzymen die Synthese und die Strukturen
der HoEPS, wéhrend im Labor einzelne Bakterienstdmme und Enzyme zur Synthese von
HoEPS verwendet werden kdnnen. Dennoch sind derzeit kaum vergleichende Untersuchungen
verschiedener HOEPS vorhanden.



1 Einleitung

Fur die Bakterien haben HOEPS vielféltige Funktionen, die bis heute nicht vollstandig
verstanden sind. Als strukturgebender Teil des Biofilms dienen HoEPS den Bakterien
vermutlich zur Anhaftung an Oberflachen und als Schutz vor Umwelteinfliissen. Daneben wird
diskutiert, ob HOEPS als extrazellulare Kohlenhydratreserve dienen (Caggianiello et al., 2016;
Dogsa et al., 2013; Koczan et al., 2009; Laue et al., 2006). In der menschlichen Mundhéhle
stellen besonders wasserunldsliche Glucane aber auch Fructane einen Virulenzfaktor bei der
Kariesentstehung dar. Sie ermoéglichen kariogenen Bakterien wie Streptococcus mutans die
Adhésion an der Zahnoberflache und das Einstellen einer fiir 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 unerwiinschten Rolle in der Kariesentstehung haben HoEPS auch fiir den
Menschen nitzliche Eigenschaften. Wasserunldsliche Glucane kdnnten (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 wasserunléslichen
Glucanen werden heutzutage patentiert (Adelman & Behabtu, 2022; Gangoiti et al., 2018; Kim
et al., 2023; Nagy et al., 2020). Wie viele Polysaccharide kénnen wasserunldsliche Glucane
Gele bilden (Padmanabhan et al., 2003) und es liegen fir chemisch modifizierte wasser-
unlésliche Glucane Hinweise auf medizinischen Nutzen vor (Boddapati et al., 2020; Buddana
et al., 2015). Im Vergleich zu wasserunléslichen Glucanen sind wasserldsliche Glucane
(Dextrane) hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften und Anwendungsmoéglich-
keiten besser erforscht (Li et al., 2020) und werden seit Jahrzenten als Blutplasmaersatz
verwendet (Gronwall & Ingelman, 1945; Moffitt, 1975). AuRerdem koénnen Dextrane als
Verdickungsmittel und Stabilisator in Konfitire und Eiscreme verwendet werden und die
Festigkeit von Joghurt steigern (Benhouna et al., 2019; Nachtigall et al., 2023; Zannini et al.,
2016). Daneben kénnen sie das Brotvolumen erhéhen, Brotalterung vermindern und das
Backen glutenfreien Brots vereinfachen (Galle et al., 2012; Katina et al., 2009; Wang et al.,
2021). Erndhrungsphysiologisch sind bakterielle Glucane Ballaststoffe, deren prabiotische
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 fiir den Einsatz in Lebensmitteln (Xu et al., 2018b). So erhdhten
Levane von Essigsaurebakterien in Weizenbrot das Volumen, verbesserten die Textur und
verzogerten 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
kdnnten 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). Fur pflanzliche Inuline sind gleichermal3en viele
gesundheitlich positive Eigenschaften bekannt (Qin et al., 2023; Shoaib et al., 2016), wahrend
sie fur bakterielle Inuline bisher nicht untersucht sind. Anders als pflanzliche Inuline werden
bakterielle Inuline (noch) nicht industriell eingesetzt. Dabei haben mikrobielle Inuline durch ihre
deutlich héheren Molekulargewichte andere Eigenschaften wie zum Beispiel erhdhte Loslich-
keit, Gelbildung und Lagerstabilitat als pflanzliche Inuline (Ni et al., 2019, 2020).
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1 Einleitung

Fur jegliche Anwendung ist es von Vorteil, dass bakterielle a-Glucane und B-Fructane mit
vergleichsweise wenig Ressourcen- und Energieaufwand synthetisierbar sind. So werden zur
Synthese in wassriger Umgebung lediglich Saccharose und Bakterienkulturen oder isolierte
Enzyme bendtigt (Li et al., 2020). Gerade flir den Einsatz in Lebensmitteln haben HoEPS
gegeniber 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 kénnen. Eine in situ Synthese von erwlinschten HoEPS kann den Einsatz von (vom
Verbraucher unerwiinschten) Zusatzstoffen vermeiden (Zannini et al., 2016). Die Eignung von
HoEPS fur eine bestimmte Anwendung hangt von ihren physikochemischen Eigenschaften ab,
die wiederum durch die Strukturen bedingt sind (Hundschell et al., 2020a, 2020b; Nachtigall et
al., 2023). Um diese Zusammenhénge zu verstehen und HoEPS mit gewilnschten Eigen-
schaften gezielt synthetisieren zu kénnen, ist eine mdglichst genaue Kenntnis der molekularen
Strukturen erforderlich.






2 Theoretische Hintergrunde

2.1 Methoden zur Strukturanalytik

Der erste Schritt einer Strukturanalyse von (HO)EPS ist haufig die Bestimmung der enthaltenen
Monosaccharide. Diese erfolgt meist nach saurer Hydrolyse mit Schwefelsaure, Salzsaure,
Oxalsaure oder Trifluoressigsaure (TFA) bei erhdhter Temperatur (60 - 130 °C) (Dimler et al.,
1954; Franz, 1991). Im Vergleich zu anderen Sauren bietet TFA den Vorteil, dass sie vollstandig
durch Verdampfung aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann (Biermann, 1988) und
bei der anschlielenden Analyse nicht stért. Die optimalen Bedingungen zur vollstdndigen
Hydrolyse aller glycosidischen Bindungen unter minimalem Abbau der freigesetzten Mono-
saccharide sind nicht fir alle HOEPS beschrieben. Grundsétzlich sind zur Hydrolyse von
a-Glucanen vergleichsweise harsche Bedingungen nétig. Sie werden zum Beispiel mit2 M TFA
bei 121 °C fir 90 min oder 3 M TFA bei 130 °C flr 2 h hydrolysiert (Dimler et al., 1954; Fels et
al., 2018; Tan et al., 2022), wonach Fructose in der Regel nicht mehr nachweisbar ist. Fir
B-Fructane sind mildere Bedingungen, wie 1 M TFA bei 60 oder 70 °C fir 30 min, empfehlens-
wert (Franz, 1991; Pollock & Cairns, 1991). Nach der Hydrolyse erfolgt die Quantifizierung der
Monosaccharide haufig Gber Hochleistungsflissigchromatographie oder Gaschromatographie
(GC). Fur GC-Analysen ist der apparative Aufwand vergleichsweise gering, allerdings missen
Monosaccharide fir die gaschromatographische Trennung derivatisiert werden. Hierbei sollte
eine Reduktion der anomeren Kohlenstoffatome flir 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). Flissigchromatographisch kénnen Mono-
saccharide Uber Hochleistungsanionenaustauschchromatographie (HPAEC) gekoppelt mit
gepulster amperometrischer Detektion (PAD) ohne Derivatisierung quantifiziert werden
(Cataldi et al., 2000).

Die 'H- und C-Flissig-Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie eignet sich, um HoEPS zer-
storungsfrei anhand ihrer Hauptverknipfungstypen zu unterscheiden. AulRerdem liefert sie
grobe Informationen Uber die enthaltenen Verzweigungen. Zur detaillierten Strukturaufklarung
von EPS eignen sich zweidimensionale Experimente wie correlated sprectroscopy (COSY)
oder heteronuclear single quantum coherence (HSQC)-Experimente (Matulova 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 Signalliberlappungen durch &hnliche chemische Verschiebungen
der Atomkerne in HOEPS. Meistens mussen die genauen chemischen Verschiebungen anhand
von bekannten Einheiten (Polysaccharide mit einem Verknipfungstyp oder Oligosaccharide)
bestimmt werden (Minkel et al., 2020). Eine erfolgreiche Zuordnung erlaubt Einblicke in die
Feinstrukturen von HOEPS, liefert allerdings keine Informationen Uber die Anordnung der
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2 Theoretische Hintergriinde

einzelnen Strukturelemente innerhalb der HOEPS. Aul3erdem bilden manche EPS Gele oder
hoch viskose Ldsungen, was zu Signalverbreiterung und damit reduzierter Auflésung fuhren
kann (El Hariri El Nokab & van der Wel, 2020). Fir wasserunlésliche Glucane muss zudem
individuell ein geeignetes Lésungsmittel gefunden werden (zum Beispiel Dimethylsulfoxid-ds
(DMSO-ds) (Choma et al., 2013; Minkel et al., 2019; Puanglek et al., 2016) oder NaOD in D,O
(Wang et al., 2007; Wangpaiboon et al., 2020)), in dem die Glucane vollsténdig gel6st sind und
die Viskositat der Losung nicht zu hoch ist. Dies erschwert die Analyse wasserunldslicher
HOEPS mit Flussig-NMR-Spektroskopie.

Eine universelle Methode zur Bestimmung der Verknipfungstypen stellt die Methylierungs-
analyse dar, mit der auch in wasserunléslichen HoEPS alle glycosidischen Bindungen und ihre
Anteile ermittelt werden kénnen. Hierzu werden die frei vorliegenden Hydroxygruppen der
HoEPS methyliert und die glycosidischen Bindungen hydrolysiert. Anschlie3end 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 Uber ihre charakteristischen
Fragmentierungsmuster aus der ElektronenstoRionisation identifizierbar. Hierbei werden
bevorzugt Bindungen zwischen zwei methoxylierten Kohlenstoffatomen gespalten, wodurch
wenige Primarfragmente entstehen, von denen teilweise charakteristische Neutralfragmente
abgespalten werden (Bjoérndal et al., 1967). In Ermangelung von PMAA-Standardsubstanzen
wird meist die FID zur (semi)quantitativen Auswertung herangezogen, da hierfiir Response-
faktoren berechenbar sind (Sims et al., 2018). Anders als bei der NMR-Spektroskopie werden
auch Verknipfungen mit geringem prozentualem Anteil erfasst, jedoch keine Informationen
Uber die (anomeren) Konfigurationen erhalten. Zudem wird die Methylierungsanalyse nicht
immer durchgeflihrt, da der experimentelle Aufwand vergleichsweise hoch ist. Den Grundstein
fur 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 fur bessere Ausbeuten optimiert. Bis heute
werden Polysaccharide im Zuge der Methylierungsanalyse meist nach der Methode von
Ciucanu & Kerek (1984) methyliert und dafir zunachst in DMSO gel6st bzw. gequollen und
durch NaOHg, 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
etal., 2018). Die freigesetzten partiell methylierten Monosaccharide werden dann durch NaBD.
in alkalischem Milieu reduziert. Die Verwendung von 1-Methylimidazol als Katalysator erlaubt
die anschlieRende Acetylierung der freien Hydroxygruppen durch Acetanhydrid ohne vor-
herige Borat-Entfernung (Blakeney et al., 1983; Sims et al., 2018). Mit dieser Methode kénnen
alle Derivatisierungsschritte (Abbildung 2.1) in einem Reaktionsgefal? durchgefuhrt werden,
wodurch Analytverluste vermieden werden (Harris et al., 1984).
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2 Theoretische Hintergriinde
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Abbildung 2.1: Schritte der Methylierungsanalyse am Beispiel eines Glucanausschnitts:
Quellen/Lésen der Probe in Dimethylsulfoxid (DMSO), Deprotonierung durch NaOH(s), Methylierung
durch Methyliodid (Mel) jeweils mit anschlieRender Ultraschallbehandlung (), Hydrolyse durch
Trifluoressigsaure (TFA), Reduktion durch NaBD. und Acetylierung durch Acetanhydrid (Ac20). 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 kénnen. Ein
Problem ist die unvollstdndige Methylierung der Hydroxygruppen, was als Untermethylierung
bezeichnet wird und zur Uberbestimmung von mehrfach substituierten Einheiten fiihrt. Zur
Vermeidung von Untermethylierung werden die Schritte zur Methylierung meist zweimal
durchgefihrt (Li et al., 2012; Sims et al., 2018). Das Problem der Untermethylierung besteht
vor allem bei in DMSO unldslichen HOEPS. Zur besseren Quellung werden haufig Ultraschall-
behandlungen vor der Derivatisierung, nach Zugabe von NaOHg 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 Kettenbriichen fiihren kann
(Basedow et al., 1978; Cui & Zhu, 2021; Huang et al., 2015; Kardos & Luche, 2001), was folglich
in einer Uberbestimmung von terminalen Einheiten resultieren wiirde. Daneben kénnen die
Bedingungen wahrend der Hydrolyse die erhaltenen Ergebnisse beeinflussen. Auch fir die
Hydrolyse im Rahmen der Methylierungsanalyse ist TFA besonders geeignet, da sie durch
Evaporation aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kann, was die anschlieRende
Reduktion durch NaBD, in alkalischem Milieu vereinfacht (Pettolino et al., 2012; Sims et al.,
2018). Im Rahmen der Hydrolyse sollen die glycosidischen Bindungen der methylierten HOEPS
vollstandig gespalten werden, ohne dass ein Abbau der bereits freigesetzten partiell
methylierten Monosaccharide stattfindet. Da Hydrolyserate und Abbaureaktionen von den vor-
liegenden Polysacchariden (a-/B-Konfiguration, Pyranose/Furanose, Aldose/Ketose) abhangen



2 Theoretische Hintergriinde

(Biermann, 1988), sind je nach HOEPS unterschiedliche Bedingungen nétig (Sims et al., 2018).
Fur bakterielle a-Glucane wurde im Zuge der Methylierungsanalyse 2 M TFA bei 121 °C fur
1,5-2h bzw. bei 125 °C fir 1 h oder 2,5 M TFA bei 100 °C fiir 4 h beschrieben (Fels et al.,
2018; Kralj et al., 2004a, 2004b; Maina et al., 2011; Wangpaiboon et al., 2020), wahrend fir
Fructane 1 M TFA bei 70 °C fur 30 min oder 2 M TFA bei 60 °C fur 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 kdnnen sie massenspektrometrisch differenziert, jedoch nicht einzeln lGber die
FID-Peakflache quantifiziert werden (Kralj et al., 2018; Sims et al., 2018).

2,6-Fruf 2,1-Fruf
. - . -

H,C—OMe H,C—OMe H,C—OAc H,C—OAc
D—C—OAc  AcO—C—0D AcO—C—D D—C—O0Ac

16» MeO—CH MeO—CH MeO—CH MeO—CH 190

189 HC—OMe HC—OMe HC—OMe He—oMe 161
HC—OAc HC—OAc HC—OAc HC—OAc
H,C—OAc H,C—OAc H,C—OMe H,C—OMe
Sorbit-Derivat \ Mannit-Derivate j Sorbit-Derivat

Koelution

Abbildung 2.2: Partiell methylierte Alditolacetate, die in der Methylierungsanalyse aus 2,6- und
2,1-verkniipfter 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
kdnnen uber die Differenz im Masse-zu-Ladungsverhéltnis ihrer Fragmente von 1 m/z unterschieden
werden. Die Masse-zu-Ladungsverhaltnisse der Priméarfragmente sind beispielhaft an beiden Sorbit-
Derivaten eingezeichnet.

Ergénzend zur Methylierungsanalyse kénnen Informationen tber 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 Verknipfungstyp (Inulinasen: 3-2,1-Fruf, Levanasen: B-2,6-Fruf, Dextranasen:
a-1,6-Glcp, Mutanasen: a-1,3-Glcp) und setzen dadurch Mono- und Disaccharide sowie
verzweigte Oligo- und Polysaccharide frei. Aulerdem kdnnen lineare Oligo- und Polysac-
charide mit den je nach endo-Hydrolase nicht-hydrolysierbaren Verknipfungstypen freigesetzt
werden. Weitere Informationen zu den vorliegenden Poly- und Oligosacchariden kénnen durch
den Einsatz von exo-Glucosidasen und exo-Fructosidasen erhalten werden (Burne et al., 1987;
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Igarashi et al., 1992; Jeza et al., 2018; Khalikova et al., 2005; Wiater et al., 2005). Debranching-
Enzyme kdnnen von Dextranen die Seitenketten an Position O2 abspalten (Mitsuishi et al.,
1980; Miyazaki, 2023), wahrend debranching-Enzyme mit anderer Substrat-Spezifitdt nicht
beschrieben sind. Eine geeignete Trennung aller freigesetzten Oligosaccharide bietet die
HPAEC, wobei die PAD eine empfindliche und selektive Detektion ermdglicht. Fir eine
eindeutige Identifizierung und Quantifizierung missen die jeweiligen Oligosaccharide als
Standardsubstanzen vorliegen. Da nur wenige Oligosaccharide aus HoEPS kommerziell
erhaltlich sind, ist es oft notwendig die verschiedenen Oligosaccharide praparativ zu isolieren
und ihre Strukturen aufzuklaren. Bisher erfolgte dies hauptsachlich flr Oligosaccharide aus
Dextranen bzw. Dextran-dhnlichen Glucanen, wobei die NMR-Spektroskopie zur Struktur-
aufklarung der Oligosaccharide verwendet wurde (Maina et al., 2011; Minkel et al., 2019, 2020;
Munkel & Wefers, 2019). Mithilfe von MS/MS kdnnen ebenfalls Rickschlisse auf die Oligo-
saccharidstrukturen gezogen werden, allerdings ist mit dieser Methode allein meist keine
eindeutige Strukturaufklarung moéglich (Maina et al., 2013; Yi et al., 2015). Viele endo-
Hydrolasen kénnen aufgrund ihres pH-Optimums im schwach sauren Bereich in Reinstwasser
ohne Puffer hydrolysieren, wodurch eine Beeinflussung der anschlieenden chromato-
graphischen Trennung der Hydrolyseprodukte durch Puffersalze oder deren vorherige
Abtrennung vermieden werden kann. Nicht kommerziell erhéltliche Hydrolasen kénnen im
Labor aus Kulturen der Herkunftsorganismen isoliert oder rekombinant hergestellt werden.
Wenn geeignete Enzyme nicht vorliegen, bietet die partielle Sdurehydrolyse eine Alternative.
Allerdings ist diese weniger spezifisch als die enzymatische Hydrolyse. Auch wenn
Unterschiede in der Saurelabilitdt verschiedener glycosidischer Bindungen existieren und
Seitenketten scheinbar bevorzugt hydrolysiert werden (Sidebotham, 1974), werden sehr
heterogene Produktspektren erhalten und haufig dominieren Oligosaccharide mit dem
Hauptverknipfungstyp die Chromatogramme der Hydrolysate. Dadurch ist eine vergleichende
Analyse der Feinstrukturen verschiedener HOEPS nicht mdglich.

Abgesehen von den glycosidischen Bindungen und den Feinstrukturen sind die
GroRenverteilung und Anordnung der HoEPS-Molekile wichtige Strukturmerkmale. Zur
Bestimmung der MolekiilgréRe von HoEPS eignet sich die HochleistungsgréRenausschluss-
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 Molekile nach
ihrem hydrodynamischen Volumen getrennt und die Bestimmung der Molekulargewichte
erfolgt haufig Uber Vergleichsstandards und Brechungsindex (RI)-Detektion. Alternativ kann
das absolute Molekulargewicht Giber einen zusatzlich zum RI-Detektor angeschlossenen Mehr-
winkellaserlichtstreu (MALLS)-Detektor ermittelt werden. Voraussetzung hierfur ist, dass das
RI-Inkrement vorher ermittelt wurde und die exakte Probenmenge bekannt ist (Matson et al.,
2024). Das bedeutet, dass das Polysaccharid méglichst rein vorliegen und vollstédndig im
Eluenten geldst sein muss, was besonders flir wasserunldsliche Polysaccharide eine
Herausforderung darstellt. Neben N,N-Dimethylacetamid (DMAc) wird in vielen Studien DMSO
mit Salzzusatzen als Ldsungsmittel fir Polysaccharide und Elutionsmittel fir die HPSEC
verwendet (Merienne et al., 2000; Qin et al., 2013; Schult et al., 2002; Yokoyama et al., 1998).
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Informationen Uber starre und bewegliche sowie kristalline Bereiche wasserunléslicher HOEPS
kdnnen die Festkdrper-NMR-Spektroskopie und die Réntgendiffraktion (XRD) liefern. In
8C-magic angle spinning (MAS)-direct polarization-NMR-Spektren sind vor allem Peaks der
mobilen Atomkerne eines Polysaccharids zu sehen, wahrend in "*C-MAS-cross polarization-
NMR-Spektren bei kurzer Kontaktzeit Peaks von Atomkernen in starren und bei langerer
Kontaktzeit zuséatzlich Peaks von Atomkernen in weniger starren, aber nicht beweglichen
Regionen zu sehen sind (Perez Garcia et al., 2012; Renard & Jarvis, 1999; Wang & Hong, 2016).
Daruber hinaus weisen schmale Peaks und eine gute Auflésung in cross polarization-NMR-
Spektren darauf hin, dass alle chemisch identischen Atomkerne auch ahnliche magnetische
Umgebungen haben, was entweder in Kristallen oder in flissigen Proben (haufig 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 Uber die Beweglichkeit lassen sich Gber die
chemischen Verschiebungen der Atomkerne den Einheiten im Polysaccharid zuordnen. Bei
ausreichend grofden kristallinen Bereichen in HOEPS sind Peaks in Abhangigkeit von der
Kristallstruktur bei unterschiedlichen Beugungswinkeln im Rdntgendiffraktogramm zu sehen.
Dadurch kénnen Strukturunterschiede in den kristallinen Bereichen zwischen verschiedenen
HoEPS identifiziert werden. Das Verhaltnis von kristallinen zu amorphen Bereichen ist bei
Polysacchariden haufig 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
kénnen problemlos aus der Mischung erfolgen (beispielsweise Oligosaccharidanalyse nach
enzymatischer Hydrolyse). Bei anderen Methoden ergeben sich Schwierigkeiten, wie Signal-
Uberlappungen 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 wassrige Ba(OH).-L&sung zur selektiven Prazipitation von Fructanen aus
der Mischung. Andere Autoren nutzten die fraktionierende Prazipitation mit unterschiedlichen
Ethanolkonzentrationen, was allerdings nur bei grof3en Molekulargewichtsunterschieden
geeignet und deshalb selten anwendbar ist (Sidebotham, 1974). Alternativ ist ein selektiver
Abbau von jeweils einem der HOEPS durch enzymatische Hydrolyse und anschlie3ender
Abtrennung der entstandenen Hydrolyseprodukte mdéglich. Hierfiir ist ein vollstdéndiger Abbau
zu niedermolekularen Poly-/Oligosacchariden und eine ausreichende Probenmenge Voraus-
setzung.
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2.2 a-Glucane

a-Glucane werden durch GS von Milchsdurebakterien synthetisiert, wobei viele Stdmme den
Gattungen Streptococcus, Lactobacillus, Oenococcus, Weissella und Leuconostoc angehéren
(CAZy, 2024; Kralj et al., 2004a; Nachtigall et al., 2023; Rihmkorf et al., 2013; Tsumuraya &
Misaki, 1979; Vuillemin et al., 2018). Beim Vorliegen von Saccharose kénnen die Bakterien
beachtliche Mengen wasserloslicher und -unléslicher a-Glucane bilden.

2.2.1 Glucansucrasen & Glucanhydrolasen

Glucansucrasen (GS, in der Literatur haufig unspezifisch Glucosyltransferase (GTF) genannt)
sind extrazellulare 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 Aminosaure-
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 (gekirzter) GS aufgeklart (Brison et al., 2012; lto 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 Aminosaure-
Wiederholeinheiten, eine konservierte katalytische Doméne und eine C-terminale Glucan-
Bindedomane (GBD) (Leemhuis et al., 2013; Meng et al., 2016b; Molina et al., 2021). Alle GS
bendtigen Ca?* zur Stabilisierung ihrer Struktur und besitzen drei katalytische Aminosauren:
eine Asparaginsaure als Nukleophil, eine als Sdure/Base fungierende Glutaminsaure und eine
den Ubergangszustand stabilisierende Asparaginsidure. GS katalysieren mit einem
»a-retaining“-Mechanismus, was bedeutet, dass sich die Glcp vor und nach der Reaktion in
a-Konfiguration befindet. Dies wird durch ein Zwischenprodukt ermdglicht: Das Sauerstoffatom
der glycosidischen Bindung des Substrats Saccharose wird durch Glutaminsaure protoniert,
sodass Aspartat nukleophil am anomeren Kohlenstoffatom der Glcp angreifen und diese in
B-Konfiguration kovalent binden kann. Die Fruf-Einheit wird freigesetzt. Glutamat deprotoniert
eine Hydroxygruppe am nicht-reduzierenden Ende eines Akzeptormolekdls, sodass das freie
Elektronenpaar nukleophil am anomeren Kohlenstoffatom der B-Glcp-Einheit angreifen kann.
Das Akzeptormolekil verlasst das aktive Zentrum um eine Glcp-Einheit verlangert. Neben
Saccharose und Glucanen kdénnen H,O oder andere Molekule mit Hydroxygruppe als
Akzeptormolekile fungieren, was entsprechend zur Hydrolyse des Substrats oder zu einer
sogenannten Akzeptorreaktion der GS fuhrt (Leemhuis et al., 2013; Molina et al., 2021).

Das Zwischenprodukt wird durch mehrere umliegende Aminoséuren so stabilisiert, dass sich
die B-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 Uibertragen. Die Tasche
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des aktiven Zentrums und die Aushdhlung der GBD von verschiedenen GS unterscheiden sich.
Anders als subsite -1 ist subsite +1 wenig konserviert, sodass verschiedene GS unter-
schiedliche Produktspezifititen haben. AuRerdem kdnnen Akzeptormolekiile haufig in ver-
schiedener Weise an eine GS binden, sodass diese GS die Bildung von zwei unterschiedlichen
glycosidischen Verknipfungen und Verzweigungen katalysiert (Leemhuis et al., 2013; Molina
et al., 2021). Allerdings wurden bislang nur wenige GS beschrieben, die drei lineare
Verknupfungstypen (1,4-, 1,3- und 1,6-Verknipfungen) synthetisieren kébnnen (Funane et al.,
2001; Hayacibara et al., 2004; van Leeuwen et al., 2008c). Mutationen in subsites +1 und +2
sowie im aktiven Zentrum flhren zu unterschiedlichen Verhaltnissen der Bindungstypen und
Feinstrukturen im Glucan. Die Substitution weniger Aminosauren reicht, um die Struktur der
synthetisierten Glucane grundlegend zu verandern (Gangoiti et al., 2018; Kang et al., 2011;
Kralj et al., 2005; Meng et al., 2016a; Minkel et al., 2020; van Leeuwen et al., 2008a; van
Leeuwen et al., 2009). Ein Aminosaurerest in subsite +2 scheint entscheidenden Einfluss auf
das Produkt zu haben: Threonin in Dextransucrasen ist mit der Bildung von 1,6-Verknlpfungen
und wasserldslichen Glucanen assoziiert, wahrend Asparaginsaure in Mutansucrasen mit der
Bildung von 1,3-Verknipfungen und wasserunldslichen Glucanen verbunden zu sein scheint
(Coté & 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: wasserldsliche, hauptsachlich 1,6-verknlpfte Glucane und
wasserunlésliche, 1,3- und 1,6-verknipfte Glucane (Wangpaiboon et al., 2020). Der Einfluss
von N-terminalen und C-terminalen Doméanen auf das Produktspektrum ist bisher nur fir
einzelne GS untersucht worden und nicht vollstandig verstanden (Bechtner et al., 2022; Kral;
et al., 2004b; Monchois et al., 1999). Aullerdem liegen Hinweise vor, dass die Art der
synthetisierten Bindung von der zuvor existierenden glycosidischen Bindung am nicht-
reduzierenden Ende abhangen kann (Molina et al., 2019; van Leeuwen et al., 2008a).

Zur Bestimmung der Aktivitat 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 aussagekraftige und
spezifische Methode ist die Quantifizierung von Glucose, Fructose und Saccharose in der
Inkubationsldésung. Hieraus lassen sich der Saccharoseumsatz, die Hydrolyse- und die
Transferaseaktivitdt 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 (C6té & 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) wahrend der Glucansynthese beeinflussen neben der Ausbeute und MolekilgréRe den
Verzweigungsgrad der Produkte (Coté & Robyt, 1983; Cété & Skory, 2015; Falconer et al.,
2011; Kim et al., 2003; Schmid et al., 2019). GS kbénnen in Lésung oder an Oberflachen
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
bendtigen bereits vorhandene Glucane, sog. ,,Primer-Glucane®, um aktiv zu sein (C6té & Skory,
2016; Fukui et al., 1982; Fukushima et al., 1981; Konishi et al., 1999; Simpson et al., 1995).
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AuRerdem existieren sogenannte branching-Sucrasen, die an Position O2 oder O3 Glucose-
Einheiten an Dextrane anfligen (Brison et al., 2013; Coté & Robyt, 1983; Passerini et al., 2015;
Vuillemin et al., 2016).

Es existieren viele Glucan-spaltende Enzyme, die fiir die Strukturaufklarung von Glucanen
nitzlich sind (Kapitel 2.1). Von ihnen werden hier nur die fur diese Arbeit relevanten beschrie-
ben: endo-Dextranase, endo-Mutanase und a-Amylase. Endo-Dextranasen (EC 3.2.1.11)
werden sowohl von Pilzen als auch Bakterien exprimiert und gehdren zu den Familien GH49
(Pilze und Bakterien) und GH66 (nur Bakterien) (CAZy, 2024). Sie hydrolysieren a-1,6-
verknipfte 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-Ortiz 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 a-1,3-Glucanasen (EC 3.2.1.59),
die neben Glucose 1,3-verknulpfte 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; Pleszczynska 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; Pleszczynska et al., 2015). Bei der Glucansynthese anwesende Dextranasen und/oder
Mutanasen beeinflussen die entstehenden Glucane durch ihre Hydrolyseaktivitdt. Neben
Produktmenge und Anteilen an wasserloslichen und -unléslichen Glucanen kénnen sich die
Morphologie und die Anteile der glycosidischen Bindungen édndern (Hayacibara et al., 2004;
Inoue et al., 1982). Glucane mit konsekutiven a-1,4-Verknupfungen kdnnen durch a-Amylasen
in kleinere Oligo- und Polysaccharide hydrolysiert werden. Es sind zahlreiche a-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 a-Amylasen freigesetzte ver-
zweigte Oligosaccharide bisher nicht identifiziert und zur Feinstrukturanalyse von bakteriellen
a-Glucanen verwendet.
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2.2.2 Strukturen von bakteriellen a-Glucanen

Sowohl wasserldsliche als auch wasserunldsliche a-Glucane sind strukturell sehr divers, wobei
dieselben Strukturmerkmale in unterschiedlichen Anteilen auftreten kénnen und das L&sungs-
verhalten mancher Glucane von den vorliegenden Bedingungen abhangen kann. Dennoch ist
die Unterscheidung nach Léslichkeit aus praktischen Griinden sinnvoll. Einerseits sind beide
Gruppen durch Zentrifugation einfach trennbar und andererseits benétigen sie unterschied-
liche analytische Herangehensweisen (Kapitel 2.1).

2.2.2.1 Wasserlosliche a-Glucane

Meistens werden wasserldsliche bakterielle a-Glucane nach den im Polysaccharid-Rickgrat
vorliegenden glycosidischen Bindungen in Dextran (= 50 % 1,6-verknlpft), Reuteran (1,4- und
1,6-verknlpft) und Alternan (alternierend 1,6- und 1,3-verkniipft) eingeteilt. Im Vergleich zu
Dextran sind Alternan und Reuteran selten und werden nur von einzelnen Bakterienstdmmen
gebildet. Alternan wird neben Dextranen von einigen Leuconostoc Stammen gebildet (Cété &
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-Verknlpfungen (Kralj et al.,
2002). Dahingegen werden Dextrane von vielen verschiedenen Bakterienarten synthetisiert,
wodurch unterschiedliche Molekilgroen 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-
Verknipfungen kénnen Dextrane auch 1,3-Verknipfungen enthalten. Die meisten Dextrane
weisen Seitenketten an Position O3 auf; seltener finden sich Seitenketten an Position O2 oder
04 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 Lange der Seitenketten zu
ermitteln, verwendeten Larm et al. (1971) einen schrittweisen chemischen Abbau, bei dem
Uber B-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 unvollstandige 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 (Cs-Sdule) und untersuchten
die Strukturen der erhaltenen Oligosaccharide mittels a-1,6-Glucosidase und Methylierungs-
analyse. Die Ergebnisse wiesen auf Isomalto-Oligosaccharide mit monomeren oder dimeren
(1,6-verknlipften) Seitenketten an Position O3 hin (Taylor et al., 1985). Eine detailliertere
Strukturaufklarung enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide fihrten Maina et al. (2011)
durch. Sie hydrolysierten Dextrane von Weissella confusa VTT E-90392 mit endo-Dextranase
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und o-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-verknipften Seitenketten handelte (Maina et al.,
2011). Die Dextrane von Liquorilactobacillus hordei TMW 1.1822 und die (teilweise
wasserunléslichen) Glucane einer GS von Latilactobacillus curvatus TMW 1.624 wurden von
Munkel & Wefers (2019) untersucht. Nach endo-Dextranase-Hydrolyse wurden auch hier
Oligosaccharide isoliert (Bio-Gel P-2, PGC-Saule) und ihre Struktur mittels MS und NMR-
Spektroskopie aufgeklart. Es handelte sich um Isomalto-Oligosaccharide mit mono-, di- und
trimeren (1,6-verknlpften) Seitenketten an Position O3, dhnlich den von Maina et al. (2011)
isolierten Oligosacchariden. Die unterschiedlichen Peakintensitatsverhaltnisse in den HPAEC-
PAD-Chromatogrammen der Hydrolysate der Glucane von Liquorilactobacillus hordei und
Latilactobacillus curvatus verdeutlichten, dass die Strukturelemente in unterschiedlichen
Verhéltnissen vorlagen. Die Glucane von Liquorilactobacillus hordei wiesen einen hdheren
Anteil an oligomeren Seitenketten auf (Minkel & Wefers, 2019). Das Oligosaccharidprofil nach
endo-Dextranase-Hydrolyse zeigte ebenfalls, dass die Glucane von der GS Lc6255 aus
Leuconostoc citreum TMW 2.1194 ahnliche Strukturen wie die Glucane von Latilactobacillus
curvatus besalden (Minkel 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 fir die an Position O3 verzweigten Dextrane
wurden die durch endo-Dextranase-Hydrolyse freigesetzten Oligosaccharide isoliert und ihre
Struktur aufgeklart. Es handelte sich um unterschiedlich lange Isomalto-Oligosaccharide mit
Verzweigungen an Position 0O4. Alle Oligosaccharide aus den Dextranen von
Limosilactobacillus reuteri hatten eine terminale Glcp-Einheit an Position O4 gebunden, was
demonstrierte, dass die Seitenketten hauptsachlich eine Einheit lang waren. AuRerdem 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-verknlpften Seitenketten an Position O4 freigesetzt. Weitere Peaks mit geringerer
Intensitdt in den HPAEC-PAD-Chromatogrammen weisen auf zuséatzliche unbekannte
Oligosaccharide hin. Das bedeutet, dass neben den bekannten Strukturelementen weitere
Strukturelemente vorlagen (Minkel et al., 2019; Minkel & 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). Zusatzlich
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; Minkel et al., 2019; Slodki et al., 1986).

Dextrane, die neben den 1,6-Verknipfungen auch 1,3-Verknlipfungen enthalten, sind von
zahlreichen Bakterien bekannt (Birkhed et al., 1979; Funane et al., 2001; Pearce et al., 1990),
wobei einige dieser Dextrane zuséatzlich 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 naher untersucht wurden. Die Glucane und
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die aus ihnen durch partielle Sdurehydrolyse 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-verkniipfte Glucane (54 bzw.
18 %) mit Verzweigungen durch 1,3,6-verknlpfte Glcp-Einheiten (14 %) (Li et al., 2012). Auch
wenn die isolierten Oligosaccharide strukturell aufgeklart wurden (ausschliellich 1,6- und
ausschlie3lich 1,3-verknipfte Oligosaccharide sowie vier Oligosaccharide mit 1,3- und 1,6-
Verknipfungen), gehen durch die partielle Sdurehydrolyse Informationen Gber ihre Anordnung
in den Glucanen verloren (Kapitel 2.1). Dadurch kann beispielsweise nicht bestimmt werden,
ob die 1,3-Verknlpfungen in den Seitenketten eines 1,6-verknipften Rickgrats vorkommen
oder ob das Rickgrat aus 1,3- und 1,6-Verknlpfungen besteht.

Wasserldsliche Glucane, die neben 1,6- und 1,3-Verknipfungen auch 1,4-Verknipfungen
aufweisen, sind selten. Die rekombinant hergestellte GS DSRT5 aus Leuconostoc
mesenteroides B-512F synthetisiert 90 % wasserunlésliche und nur 10 % wasserldsliche
Glucane. Wahrend die wasserunléslichen Glucane laut Methylierungsanalyse aus 1,3- und 1,6-
verknipfter Glcp bestehen, wurden fir die wasserl6slichen Glucane 1,3-, 1,4- und 1,6-
Verknipfungen (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 kénnen. Da-
neben wurden Dextrane mit 1,3- und 1,4-Verknipfungen (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 primar wasserunldsliche Glucane
(Hayacibara et al., 2004).

2.2.2.2 Wasserunlosliche a-Glucane

Nach derzeitigem Kenntnisstand finden sich unter den a-Glucan produzierenden Bakterien vor
allem in den Gattungen Leuconostoc, Lentilactobacillus und Streptococcus Stdmme, die
wasserunldsliche a-Glucane synthetisieren. Haufig werden 1,3-Glcp-Einheiten in Glucanen mit
deren Wasserunl6slichkeit in Verbindung gebracht. Die Literaturdaten zeigen jedoch, dass die
meisten wasserunldslichen Glucane sowohl 1,3- als auch 1,6-verknlpft sind, wobei die Anteile
an 1,3- und 1,6-VerknUpfungen stark variieren. Es gibt wasserunldsliche Glucane mit weniger
als 5 % 1,3-Verknipfungen (von Lentilactobacillus hilgardii; Minkel & Wefers, 2019; Pidoux et
al., 1990) und fast ausschlie8lich 1,3-verknipfte Glucane (von GTF-J aus Streptococcus
salivarius; Simpson et al., 1995; Kobayashi et al., 2017). Dabei werden Glucane, die mehr als
50 % 1,3-Verknupfungen enthalten, meistens Mutane genannt. Manche Autoren bezeichnen
allerdings auch wasserunlésliche Glucane, die weniger als 50 % 1,3-Verknlpfungen enthalten,
als Mutane. Wie bei den wasserléslichen Glucanen wurden wasserunlésliche Glucane, die
zusatzlich zu 1,3- und 1,6-Verknipfungen auch 1,4-Verknipfungen aufweisen, selten
gefunden. Verzweigungen resultieren haufig aus 1,3,6-Glcp- und selten aus 1,2,6-Glcp-
Einheiten. 1,3,4-verknlpfte Glcp-Einheiten wurden bisher nicht mit Sicherheit nachgewiesen,
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da deren Auftreten ebenfalls auf Artefaktbildung bei der Methylierungsanalyse zurtickzufihren
sein kdnnte. Fir wasserunldsliche Glucane wurden Verzweigungsgrade bis 20 % beschrieben,
wobei Verzweigungsgrade lber 10 % selten sind. Daneben existieren vermutlich unverzweigte
wasserunlésliche Glucane (Cété et al., 1999; Coté & Leathers, 2009; Coté & 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; Minkel & 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-verknipften Glucanen mit Verzweigungen durch 1,3,6-
Glcp-Einheiten sind in Abbildung 2.3 dargestellt.

“
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Abbildung 2.3: Strukturausschnitte bisher beschriebener wasserunléslicher a-Glucane, die von
Bakterien gebildet werden (Coté et al., 1999; Miinkel & Wefers, 2019; Minkel et al., 2019).

Hauptsachlich 1,6-verknlpfte wasserunldsliche Glucane mit 3 - 6 % 1,3-Glcound 6 - 7 % 1,3,6-
Glcp wurden von Lentilactobacillus hilgardii beschrieben (Minkel & Wefers, 2019; Pidoux et
al., 1990). Die HPAEC-PAD-Analyse der durch endo-Dextranase-Hydrolyse freigesetzten
Oligosaccharide demonstrierte, dass die 1,6-verknipften Abschnitte dieser Glucane eine
ahnliche Feinstruktur aufwiesen wie die Glucane von Latilactobacillus curvatus, die keine 1,3-
Verknupfungen enthielten (Kapitel 2.2.2.1; Minkel & Wefers, 2019). Méglicherweise befanden
sich die 1,3-Verknipfungen der Lentilactobacillus hilgardii Glucane in den wasserunldslichen,
nicht mittels HPAEC-PAD bestimmten Hydrolyseprodukten, wie es fir 8hnliche Glucane bereits
gezeigt wurde (Fels et al., 2018).

1,3- und 1,6-verknupfte wasserunlésliche Glucane sind von Leuconostoc und Streptococcus
bekannt, wobei nur wenige Glucane detailliert untersucht wurden. Die wasserunléslichen
Glucane der GS DEX-N von Leuconostoc citreum ABK-1 wiesen 30 % 1,3-Verknupfungen und
60 % 1,6-VerknlUpfungen sowie 4 % 1,3,6-Verknipfungen auf. Die Ergebnisse der HPAEC-
PAD-Analyse der Produkte aus partieller Sdurehydrolyse deuteten darauf hin, dass sowohl
konsekutiv 1,3- als auch konsekutiv 1,6-verknlpfte 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-Verknipfungen 24 bzw. 13 % 1,3-Verknidpfungen und 4 bzw. 3 % 1,3,6-Glcp-
Einheiten. Die Glucane von Lc2135 wiesen zusétzlich 2 % 1,2,6-Glcp-Einheiten auf. Die 1,3-
Glcp-Einheiten in den Glucanen beider GS lagen in kontinuierlichen Blécken vor, worauf die
HPAEC-PAD-Analyse der durch partielle Saurehydrolyse freigesetzten Oligosaccharide
hinwies (Munkel et al., 2019). Die 1,6-verknlpften Abschnitte wurden durch endo-Dextranase
hydrolysiert und die von Minkel & Wefers (2019) isolierten Isomalto-Oligosaccharide
identifiziert (Kapitel 2.2.2.1). Dies bedeutet, dass die Glucane beider GS mono-, di- und trimere
(1,6-verknlipfte) Seitenketten an Position O3 der 1,6-verknilpften Abschnitte aufwiesen.
AuRerdem lagen die Strukturelemente in dhnlichen Verhaltnissen wie in den wasserldslichen
Glucanen vor (Kapitel 2.2.2.1). Daneben gab es Hinweise, dass sich auch die 1,2,6-Glcp-
Einheiten in 1,6-verkniipften Abschnitten befanden (Miinkel et al., 2019). Ahnliche
wasserunlésliche Glucane einer Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355 Mutante
analysierten Cété et al. (1999). Anders als der wild type Stamm Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-1355, der wasserlosliche Alternane und Dextrane synthetisiert, bildet die Mutante
wasserunldsliche Glucane. Diese waren hauptsachlich 1,6-verknipft (46 %) und wiesen
zusatzlich 1,3-Verknipfungen (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 wasserldslichen Oligo- und Polysacchariden eine
wasserunldsliche Fraktion. In der wasserunldslichen Fraktion waren die 1,3-Verknipfungen
(50 %) angereichert, wahrend in den wasserldslichen Polysacchariden 3 % 1,3-Verknipfungen
und in der Oligosaccharid-Fraktion 9 % 1,3-Verknipfungen blieben. Die wasserléslichen
Polysaccharide wurden anschlieliend mit der Dextran-1,2-debranching-Hydrolase inkubiert
und die resultierenden Polysaccharide mit endo-Dextranase vollstdndig zu Oligosacchariden
hydrolysiert. Dieser Ansatz gab Aufschluss Uber die Verteilung der glycosidischen Bindungen
in den Glucanen. Es lagen ldngere lineare Abschnitte mit 1,6-Verkniipfungen vor, wobei die
1,2,6-VerknlUpfungen in 1,6-verknipften Bereichen waren. Die 1,3,6-Verknipfungen befanden
sich in 1,3-verknipften Abschnitten (C6té et al., 1999). Dies scheint ein Unterschied zu den
wasserunléslichen Glucanen der beiden GS von Leuconostoc citreum zu sein, allerdings ist
durch die verschiedenen Analysemethoden kein direkter Vergleich mdglich. Coté et al. (1999)
vermuteten, dass es sich bei den wasserunléslichen Glucanen der Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-1355 Mutante um Pfropf-Copolymere (graft copolymers; Rickgrat aus einem
Verknipfungstyp, Seitenketten aus anderem VerknlUpfungstyp) handeln kénnte. Spater
untersuchten Cété & Leathers (2009) den nach endo-Dextranase wasserunldslichen, 1,3-Glcp-
reichen Rickstand mit Hilfe von exo-Mutanase und endo-Dextranase genauer. Die Ergebnisse
bestatigten, dass linear 1,3-verknipfte und 1,6-verknipfte Abschnitte vorlagen (Cété &
Leathers, 2009).

Pearce et al. (1990) analysierten wasserunldsliche Glucane von verschiedenen Leuconostoc
und Streptococcus Stammen mittels Methylierungsanalyse und fanden sehr unterschiedliche
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Anteile an 1,3- bzw. 1,6-Verknipfungen. 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-verkniipfte Abschnitte fir die Wasser-
unléslichkeit verantwortlich sind, denn durch endo-Mutanase-Hydrolyse wurden unlésliche
Glucane I6slich (Pearce et al., 1990). Auch flr Streptococcus mutans wurden wasserunldsliche
Glucane mit 1,3- und 1,6-verknipften 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 wasserunlésliche Glucane bilden: GTF-I (auch bezeichnet
als GTF-B) und GTF-SI (auch bezeichnet als GTF-C) synthetisieren zu 20 % wasserlésliche und
zu 80 % -unl6sliche Glucane. Die wasserunldslichen Glucane beider GS weisen 1,3-, 1,6- und
1,3,6-Verknlipfungen in unterschiedlichen Anteilen auf. Die wasserunléslichen Glucane der
GTF-SI enthalten neben den 1,3- und 1,6-Verknipfungen auch erhebliche Anteile (> 5 %) an
1,4-verknUpfter Glcp und sind damit die einzigen beschriebenen wasserunldslichen Glucane
mit drei verschiedenen linearen Verknipfungstypen, 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 wasserldslichen Glucanen von GTF-SI
wurden hingegen keine 1,4-VerknlUpfungen nachgewiesen (Hayacibara et al., 2004). Daneben
wurden bei der GS GTF180 von Limosilactobacillus reuteri drei Aminosauren so substituiert,
dass sie schwer lésliche Glucane mit 12 % 1,4-, 10 % 1,3- und 42 % 1,6-Verknipfungen bildete
(van Leeuwen et al., 2008c). Die Verteilungen der drei Verknlpfungstypen sowie der
Verzweigungsstellen in den Glucanen sind nicht bekannt. Streptococcus salivarius exprimiert
vier genetisch verschiedene GS, von denen zwei, GTF-J und GTF-L, wasserunlésliche Glucane
bilden. GTF-J bildet hauptsachlich 1,3-Verknipfungen, wahrend GTF-L sowohl 1,3- als auch
1,6-Verknlpfungen synthetisiert (Simpson et al., 1995). Die Glucane der GTF-L wurden von
Kusumi et al. (2023) mit Hilfe von HPSEC und Flissig-NMR-Spektroskopie untersucht. Als
Lésungsmittel verwendeten sie LiCI/DMSO oder LiCI/DMAc bzw. acetylierten die Glucane, um
eine fur zweidimensionale NMR-Spektren ausreichende Menge in CDCl; I6sen zu kénnen.
Daneben nutzten sie die Smith-Degradation zum Abbau aller nicht 1,3-verknlpften Glcp-
Einheiten. Bei dieser Methode wird die kovalente Bindung zweier benachbarter
Kohlenstoffatome mit freien Hydroxygruppen unter Oxidation der Kohlenstoffatome durch
Periodat gespalten. Anschliel3end werden die entstandenen Aldehydgruppen reduziert und die
glycosidischen Bindungen mit S&ure hydrolysiert. Die resultierenden 1,3-verknipften
Glucanabschnitte wiesen gemalR HPSEC-Analyse einen Polymerisationsgrad von mehr als 40
auf. Neben 1,3-Verknipfungen enthielten die Glucane laut NMR-Spektren 1,6-Verknipfungen
sowie 1,3,6-Glcp und terminale Glcp. Mit Hilfe von peak deconvolution und einem Vergleich
mit linear 1,3- und 1,6-verknlpften 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) ausschliel3lich a-1,3-verknipft
(Simpson et al., 1995; Kobayashi et al.,, 2017) und damit einzigartig. Die GTF-l von
Streptococcus sobrinus synthetisiert ebenfalls hauptséachlich 1,3-Verknupfungen, allerdings
bendtigt sie neben Saccharose Primer-Dextrane als Akzeptormolekil, wodurch gemischt-
verknipfte Glucane entstehen (Fukui et al., 1982; Takehara et al., 1991).
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Anders als die Molekulargewichte von wasserlslichen bakteriellen a-Glucanen wurden die der
wasserunléslichen Glucane selten untersucht. Fir die wasserunléslichen 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-
I6slichen und -unléslichen Glucanen unterscheiden sich in der Regel (Inoue et al., 1982;
Yakushiji et al., 1981). Wasserunl6sliche Glucane kdnnen kristalline Bereiche haben, was bisher
fur native, chemisch und enzymatisch entzweigte sowie chemisch modifizierte a-1,3-Glucane
beschrieben wurde (Kobayashi et al., 2017; Ogawa et al., 1981, 1994). Generell ist flr Poly-
saccharide bekannt, dass sich ihre Kristallstrukturen durch Trocknung andern (Kobayashi et
al., 2010, 2013, 2017). So sind fir 1,3-verknlpfte Glucane in Abhangigkeit der Anwesenheit
von Wassermolekuilen unterschiedliche Kristallstrukturen bekannt, wobei in der hydratisierten
Form pro Glucose-Einheit ein Wassermolekul enthalten ist (Ogawa et al., 1994). Lineare a-1,3-
D-Glucanketten haben eine ausgedehnte bandartige Konformation mit antiparalleler Packung
(Marchessault & Deslandes, 1981). Kobayashi et al. (2017) untersuchten gefriergetrocknete
und nicht getrocknete a-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 rdumlichen 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 Bundel bildeten. Daneben lag ein geringerer Anteil kristalliner Bereiche mit
lammellenartiger Struktur vor. Bis heute wurde die Kristallstruktur nicht vollstdndig aufgeklart
(Kobayashi et al., 2017). Neben den ausschliel3lich 1,3-verknipften Glucanen liegt in der
Literatur nur ein Hinweis auf kristalline Bereiche in gemischt-verknlpften Glucanen durch die
Untersuchung von Wangpaiboon et al. (2020) vor. In den wasserunléslichen Glucanen der GS
DEX-N bildeten die 1,3-verknlpften Abschnitte kristalline Bereiche aus, was die Autoren durch
Vergleich von Réntgendiffraktogrammen mit ausschliellich 1,3- und ausschlie3lich 1,6-ver-
knlUpften Glucanen folgerten (Wangpaiboon et al., 2020).
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2.3 B-Fructane

B-Fructane werden hauptsdchlich von Pflanzen und Bakterien gebildet. Vor wenigen Jahren
berichteten Kirtel et al. (2019) erstmalig, dass auch Archaeen [B-Fructane aus Saccharose
bilden. Inuline sind eher von Pflanzen als von Mikroorganismen bekannt, wahrend 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 Milchsaurebakterien der
Gattungen Streptococcus, Leuconostoc, Fructilactobacillus, Lactobacillus, Oenococcus und
Weissella, Essigsdurebakterien 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; Oner 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 Milchsaurebakterien 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 gehdren zur GH68 Familie und Ubertragen analog zu GS (Kapitel 2.2.1) die Fruf-Einheit von
Saccharose oder Raffinose auf eine wachsende Fructankette, H.O oder einen anderes
Akzeptormolekll mit Hydroxygruppe. Grundsatzlich haben auch FS ein Signalpeptid, eine
variable N-terminale Region, ein konserviertes katalytisches Zentrum und eine C-terminale
Region, die bei manchen FS eine Zellwandbindedomane enthalt. Trotz der Gemeinsamkeiten
haben FS und GS keine Sequenzahnlichkeit (van Hijum et al., 2006). Kristallstrukturen von FS
zeigen, dass sie eine flunfblattrige B-Propeller-Struktur enthalten, in der sich die drei
katalytischen Aminosauren befinden (Martinez-Fleites et al., 2005; Meng & Fitterer, 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 Asparaginsdurereste und ein Glutaminsaurerest. Der
Reaktionsmechanismus der FS entspricht dem der GS, aulRer dass Fruf Ubertragen wird. Wie
GS benotigen manche FS Ca?*, um ihre Struktur zu stabilisieren (Lammens et al., 2009; Meng
& Fitterer, 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. Fir die Art der synthetisierten Bindung sind
Regionen auflerhalb der dem aktiven Zentrum nahen subsites verantwortlich (Pijning et al.,
2011). Derzeit existieren nur fur Oligosaccharide bzw. die friihe 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 Domane eine Rolle spielt (Chambert et al., 1992).

21



2 Theoretische Hintergriinde

Wahrend 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 hauptsachlich Oligosaccharide, wahrend andere Enzyme
hauptséachlich Polysaccharide mit hohem Molekulargewicht synthetisieren. Daneben hangt die
Produktspezifitat 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-
Dominguez et al., 2014, 2015). Die Aktivitatsbestimmung der FS erfolgt analog zu der der GS
(Kapitel 2.2.1). Auch hier kann Uber getrennte Quantifizierung von Glucose, Fructose und
Saccharose die Gesamt-, Hydrolyse- und Transferaseaktivitat 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-Diaz 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). |hre
Temperaturoptima liegen héher 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 &hnliche Strukturen wie
GH32-Enzyme (Meng & Fitterer, 2003) und beide Enzymfamilien bilden den GH-J Clan. Anders
als GH68-Enzyme polymerisieren die bisher beschriebenen GH32-Enzyme Fructose aus-
schliel3lich zu Oligosacchariden und ihnen dient primar Wasser als Akzeptormolekil (Lammens
et al., 2009). Zu den GH32-Enzymen gehdren, 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; Marquez-Lopez et al., 2023; Zhang et al.,
2019). Dabei kdnnen die Produktprofile unterschiedlicher endo-Levanasen verschieden sein
(Hovels et al., 2021; Lekakarn et al., 2022; Mardo et al., 2017; Miasnikov, 1997; Porras-
Dominguez et al., 2014). Wahrend 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 (Hoévels et al., 2021; Mardo et al., 2017). AuRerdem kann das
Produktprofil von endo-Levanasen vom hydrolysierten Levan abh&ngen, wobei endo-
Levanasen spezifisch 2,6-glycosidische Bindungen spalten und Inulin kein geeignetes Substrat
ist (Hovels et al., 2021; Lekakarn et al., 2022; Mardo et al., 2017; Porras-Dominguez et al.,
2014). Levanasen haben Temperaturoptima im Bereich von 35 - 45 °C und pH-Optima bei
ungefahr 6 (Dahech et al., 2013; Hovels et al., 2021; Jensen et al., 2016; Mardo et al., 2017,
Porras-Dominguez 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 grof3technischen Produktion von Fructooligo-
sacchariden verwendet (Singh et al., 2016, 2020).
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2.3.2 Strukturen von bakteriellen B-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-verknipfte 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; Matulova et al., 2011;
Shukla & Goyal, 2013; Simms et al., 1990). Dabei besalRen die fermentativ hergestellten Levane
verschiedener Leuconostoc mesenteroides Stamme mit circa 20 % die héchsten Ver-
zweigungsgrade (Lewis et al., 1967; Lindberg et al., 1973), wahrend fermentativ hergestellte
Levane verschiedener Bacillus-Arten 5 - 12 % Verzweigungen aufwiesen (Bouallegue et al.,
2020; Haddar et al., 2021; Han & Clarke, 1990). Fir Levane verschiedener Streptococcus
salivarius Stamme wurden mit 11 - 15 % 2,1,6-Fruf-Einheiten mehr Verzweigungen als fiir
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
(Matulova et al., 2011; Shukla & Goyal, 2013), was an der geringen Empfindlichkeit der NMR-
Spektroskopie fur Strukturelemente mit geringem Anteil (Kapitel 2.1) liegen kénnte. Trotz der
vielen Daten aus Methylierungsanalysen liegen nur wenige Studien zur Ladnge und keine Studie
zur Verteilung der Verzweigungen vor. Hier kénnte eine Analyse der Produkte nach Hydrolyse
mit spezifischen Enzymen Aufschluss geben. Bislang wurden exo-B-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-Dominguez 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. AuRerdem 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-B-Fructosidasen und analysierten die entstandenen Produkte mittels
Gelpermeationschromatographie  (Bio-Gel P2) und Duinnschichtchromatographie. In
Kombination mit *C-NMR-Spektroskopie zeigten sie, dass die Levane verzweigt vorlagen. Fir
Levane von Streptococcus salivarius wurden auf Basis von exo-B-Fructosidase-Hydrolysen
unterschiedlicher Dauer und Methylierungsanalysen mehrere Einheiten lange Seitenketten und
eine baumartige Struktur vorgeschlagen (Hancock et al., 1976; Marshall & Weigel, 1980a,
1980Db).
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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 fiir wenige
bakterielle Inuline mittels Methylierungsanalyse identifiziert (Birkhed et al., 1979; Ebisu et al.,
1975; van Hijum et al., 2002). Vallejo-Garcia et al. (2019) hydrolysierten Inuline von
Leuconostoc citreum CW28 mit einer endo-Inulinase. Die HPAEC-PAD-Analyse zeigte eine
Vielzahl verschiedener, grétenteils unbekannter Oligosaccharide im Hydrolysat (Vallejo-
Garcia et al., 2019). Allerdings wurde die Analyse der Produkte nach enzymatischer Hydrolyse
bisher nicht zur Strukturaufklarung der bakteriellen Inuline verwendet. Fir 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 B-Fructane gezeigt.
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Abbildung 2.4: Mégliche 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). Fir letztere wurden Molekulargewichte im Bereich von 10 bis 10° 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).
Wahrend Levane wasserldslich sind, kdnnen Inuline schwer 18slich bis wasserunldslich sein.
Ebisu et al. (1975) beschrieben Inuline von Streptococcus-Bakterien, die bei Raumtemperatur
wasserunldslich sind und sich erst bei 60 °C |6sten. Sowohl Inuline als auch Levane nehmen in
Lésung unterschiedliche Konformationen an, wobei auch die Hauptkonformation, eine Helix-
Struktur, haufig nur Uber wenige Furanose-Einheiten existiert. Die Flexibilitat der Fructane ist
vergleichbar mit der Flexibilitdt von Polysacchariden aus 1,6-verknupften Pyranose-Einheiten,
wahrend 1,4-verkniUpfte Pyranose-Einheiten deutlich starrer sind (Nester & Plazinski, 2019,
2020).
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2.4 Problemstellung

Derzeit existieren viele Review-Artikel zu allgemeinen Strukturen, Einsatzmdglichkeiten und
Synthesen von HOEPS, aber nur wenige ausfiihrliche 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 -lange sowie die
Molekulgréfie wichtige Strukturparameter, die die physikochemischen Eigenschaften der
HoEPS bestimmen. Entsprechend ist das Wissen Uber ihre Strukturen fur alle Einsatzbereiche
der HoEPS, aber auch zur Verhinderung ihrer unerwiinschten 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 & Oner, 2018). Manche
Bakterienstdmme besitzen verschiedene Sucrasen und synthetisieren sowohl wasserldsliche
Glucane als auch Fructane, was fir die Strukturanalyse eine Herausforderung darstellt, die in
der Literatur kaum Beachtung findet (Kapitel 2.1). Zu einzelnen, vor allem wasserl6slichen,
Glucanen existieren umfassende Strukturanalysen und es wurden vergleichende Untersu-
chungen verschiedener Glucane mit einzelnen Analysemethoden durchgeflihrt. Diese fehlen
jedoch fir wasserunlésliche a-Glucane, was insofern von Bedeutung ist, als die Ergebnisse je
nach Analysemethode bzw. Probenaufarbeitung variieren kdnnen. Dadurch sind die bisherigen
Ergebnisse weitgehend nicht vergleichbar. Zudem ist derzeit wenig zu den Feinstrukturen
wasserunldslicher a-Glucane bekannt. Fir die Ausbildung geordneter bzw. kristallahnlicher
Bereiche scheinen konsekutive a-1,3-Verknlpfungen ein wichtiger Faktor zu sein. Hierbei
wurden bisher insbesondere ausschliel3lich 1,3-verknlpfte Glucane untersucht (Kapitel
2.2.2.2), jedoch sollten gemischt-verknlipfte Glucane ebenfalls diesbezilglich untersucht
werden.

Herausforderungen in der Strukturaufklarung liegen wie fiir alle Polysaccharide in der Analytik,
wobei eine Kombination verschiedener Anséatze fur umfangreiche Einblicke erforderlich ist.
Besonders an HOEPS angepasste und spezifische Methoden sind wertvoll, allerdings wurden
hierzu nur wenige Arbeiten (Matulova 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 grofl3es Potential, wurde bisher jedoch nur vereinzelt eingesetzt
(Coté et al., 1999; Maina et al., 2011; Munkel & Wefers, 2019; Porras-Dominguez et al., 2014).
Fur wasserunldsliche Glucane lassen sich Methoden, die fur wasserldsliche HOEPS entwickelt
wurden, nur bedingt anwenden. So kann die schlechte Léslichkeit bzw. Quellbarkeit vieler
wasserunldslicher Glucane in DMSO bei der Methylierungsanalyse in Untermethylierung resul-
tieren. Daneben ist unbekannt, inwiefern die hierbei angewandten Ultraschallbehandlungen zu
Artefaktbildung fuhren kdnnen (Kapitel 2.1). Fir flussigchromatographische Ansatze wie die
HPSEC mussen die Glucane in geeigneten Ldsungsmitteln méglichst vollstadndig gelost
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werden. Hierbei besteht eine Schwierigkeit darin, dass nicht alle wasserunléslichen Glucane
das gleiche Ldsungsverhalten zeigen. Entsprechend wurde das Molekulargewicht von
bakteriellen, wasserunldslichen a-Glucanen bisher kaum betrachtet (Kapitel 2.2.2.2). Ein
weiterer Ansatz ist die Untersuchung der wasserunldslichen Glucane als Feststoff mit
Methoden wie XRD oder Festkérper-NMR-Spektroskopie, wozu jedoch wenig Literatur
(Kobayashi et al., 2017) vorliegt.
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Die von Milch- und Essigsdurebakterien produzierten HoEPS, a-Glucane und B-Fructane,
haben in vielen Anwendungen grof3es Potential (Kapitel 1). Hierflr spielen die vielfaltigen
Strukturen eine wichtige Rolle, sodass sie eingehend untersucht werden sollten. Allerdings
mangelt es an angepassten Analysemethoden zur Untersuchung von HOoEPS 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 wasserunldslichen HOEPS wenig bekannt (Kapitel 2.2.2 & 2.3.2). Vor diesem
Hintergrund ist das Ziel dieser Dissertation, die derzeitigen Kenntnisse tiber HOEPS-Strukturen
durch umfassende Analysen verschiedener HoEPS zu erweitern. Ausgangspunkt hierfir ist die
Anpassung bestehender Analysemethoden (Kapitel 2.1) an HoEPS, vor allem wasserunldsliche
Glucane, und die Entwicklung neuer Ansatze. Um mdglichst strukturell diverse HoEPS
betrachten zu kénnen, sollen einerseits von verschiedenen Bakterien fermentativ gebildete
HoEPS analysiert werden, wobei die mdglichst umfassende Analyse aller gebildeten EPS im
Fokus steht. Andererseits sollen auch von rekombinant hergestellten GS synthetisierte
wasserunlésliche 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.

Zunachst erfordert die Methylierungsanalyse als universelle Methode zur Bestimmung der
Anteile aller glycosidischen Bindungen in Polysacchariden eine Adaption fiir HOEPS. Hierbei
wird der Einfluss von verschiedenen im Zuge der Methylierung eingesetzten Ultraschall-
behandlungen und Hydrolysebedingungen (Dauer, Saurekonzentration, Temperatur) auf die
erhaltenen Anteile der glycosidischen Bindungen betrachtet. Aulierdem soll ermittelt werden,
inwieweit Mischungen aus wasserléslichen Glucanen und Fructanen ohne vorherige
Auftrennung beider HOEPS analysiert werden kénnen.

Bei der Kariesentstehung wichtige HOEPS sind wasserunldsliche a-Glucane von Streptococcus
Bakterien. Daher sollen mit Hilfe von rekombinant gewonnenen GS strukturell unterschiedliche
wasserunlésliche a-Glucane synthetisiert und untersucht werden. Hierzu dienen neben der
Methylierungsanalyse Hydrolysen durch endo-Dextranase und endo-Mutanase. Die Molekiil-
gréRen der wasserunldslichen Glucane vor und nach enzymatischer Hydrolyse sollen mittels
HPSEC-RI in geeignetem Ldsungsmittel bestimmt werden, was Aufschluss Uber die Ver-
teilungen der glycosidischen Bindungen geben soll. Zusétzliche Einblicke in die Feinstrukturen
werden durch die Analyse der enzymatisch freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD/MS
angestrebt. Das Vorliegen und, sofern moglich, die Struktur von kristallinen Bereichen sollen
mit Festkérperanalysemethoden geprift werden, wobei besonders gemischt-verknipfte
Glucane interessieren.
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Manche Bakterien bilden diverse HoEPS, sodass hier ausgewahlte Milchsaurebakterien-
stdmme zur fermentativen Synthese von sowohl wasserloslichen als auch wasserunloslichen
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 wasserunldslichen Glucane werden mit
Methylierungsanalyse und HPSEC-RI grundlegend charakterisiert. Zuséatzlich sollen sie mit
endo-Dextranase hydrolysiert und die freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD
analysiert werden, um Informationen Gber potenziell enthaltene 1,6-verknipfte Abschnitte und
Verzweigungen in diesen zu erhalten. Die nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunldslichen
Rickstdande werden im Vergleich zu den unmodifizierten Glucanen mittels Methylierungs-
analyse und HPSEC-RI untersucht. AulRerdem sollen 1,3-verknilpfte Abschnitte mit endo-
Mutanase hydrolysiert und die freigesetzten Oligosaccharide mit HPAEC-PAD/MS analysiert
werden. Von den wasserldslichen HoEPS sollen zunachst die Anteile an enthaltenen Glucanen
und Fructanen durch Monosaccharidbestimmung ermittelt werden. Mithilfe der Methylierungs-
analyse werden die Verknipfungen in beiden HOEPS bestimmt. Die MolekiilgréRen der wasser-
|6slichen 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. Uber die Feinstrukturen der gebildeten Fructane soll die endo-
Levanase-Hydrolyse mit HPAEC-PAD/MS-Analyse der freigesetzten Oligosaccharide Auf-
schluss geben. Ergdnzend sollen Fructane von bisher nicht flr Fructanbildung bekannten
Bakterien strukturcharakterisiert werden. Hierzu dienen neben der NMR-Spektroskopie
ebenfalls die Methylierungsanalyse, HPSEC-RI und endo-Levanase-Hydrolyse.
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4.1 Anpassung der Methylierungsanalyse an
bakterielle Homoexopolysaccharide

Fir aussagekraftige Ergebnisse, das heil3t eine prazise und richtige Ermittlung der Anteile jedes
Verknipfungstyps im Polysaccharid, missen die Derivatisierungsschritte der Methylierungs-
analyse an das zu untersuchende Polysaccharid angepasst sein. Insbesondere die zur
besseren Quellung von in DMSO unléslichen Polysacchariden angewandten Ultraschall-
behandlungen und die Bedingungen wahrend der sauren Hydrolyse der permethylierten
Polysaccharide kénnen 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 ausgewahlten Modell-HoEPS
variiert. Die wasserunléslichen 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-verknUpfte Glcp (Minkel et al., 2019), sodass sie flr wasserunlésliche Glucane reprasen-
tativ sind (Kapitel 2.2.2.2). Die wasserléslichen Modellglucane wurden durch eine GS von
Limosilactobacillus reuteri synthetisiert und enthielten neben 1,6- und 1,4,6-Verknipfungen
geringe Anteile (1 %) 1,4- und 1,3,6-Verknipfungen (Mulnkel et al., 2020). Als Vertreter fur
Levane dienten die fermentativ hergestellten Levane von Gluconobacter albidus, die neben
terminalen und 2,6-verknlpften Fruf-Einheiten circa 3 % verzweigte 2,1,6-Fruf-Einheiten
aufwiesen (Hundschell et al., 2020a).

Zunachst wurden die Ultraschallbehandlungen vor der Derivatisierung (1), nach Zugabe von
NaOHg, (2) und nach Zugabe von Methyliodid (3) in verschiedenen Kombinationen eingesetzt
und jeweils die Anteile der PMAA bestimmt. Sollte eine Ultraschallbehandlung zu
Kettenbriichen flhren, wirde das in einer Reduktion des Molekulargewichts resultieren und
durch erhdhte Anteile an terminalen Einheiten sichtbar werden. Bei optimalen Ergebnissen
wird fur hochmolekulare Polysaccharide ein 1:1-Verhaltnis von verzweigten zu terminalen
Einheiten erwartet. Allerdings muss die Probe hierfir frei von niedermolekularen Sacchariden,
wie beispielsweise Verunreinigungen aus der HOEPS-Synthese, sein. Nach Anwendung der
verschiedenen Kombinationen an Ultraschallbehandlungen waren bei den wasserunléslichen
Modellglucanen starke Unterschiede in den Anteilen der glycosidischen Bindungen, besonders
terminale Glcp und 1,6-Glcp, sichtbar (Abbildung 4.1A). Zur Minimierung der Uberbestimmung
der terminalen Einheiten und Abweichung innerhalb der Doppelbestimmung erwiesen sich die
Ultraschallbehandlungen zum L&sen 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 fiir die wasserléslichen Modellglucane,
bei denen die Ultraschallbehandlung keinen Einfluss auf die Anteile der glycosidischen
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Bindungen hatte (Abbildung 4.1B). Da wasserl6sliche Glucane auch in DMSO gut 16slich sind,
liegen folgende Erkldrungen nahe: Wasserunlésliche Glucane sollten gut in DMSO gequollen
werden, was die Ultraschallbehandlungen unterstiitzen. Auf3erdem ist die vollstandige
Deprotonierung Voraussetzung fir eine vollstindige Methylierung, wobei die Ultraschall-
behandlungen den Angriff der Hydroxidionen am gequollenen Glucan erleichtern. Einmal
gequollen und deprotoniert ist keine Ultraschallbehandlung mehr nétig, da die deprotonierten
Glucane gut mit dem Uberschuss an Methyliodid reagieren.

Wie bei den wasserldslichen Modellglucanen, hatten die Ultraschallbehandlungen keinen
Einfluss auf die Anteile der glycosidischen Bindungen der Modelllevane. Demnach lagen beide
wasserldslichen HoEPS fiir eine vollstindige Deprotonierung und Methylierung ausreichend
geldst vor. AuRerdem zeigen die Ergebnisse beider HOEPS, dass die Ultraschallbehandlungen
nicht in merklichem Ausmal} zu Kettenbriichen fihren. Die Untersuchungen dieser Arbeit
verdeutlichen erstmals, dass Ultraschallbehandlungen die Ergebnisse der Methylierungs-
analyse von HOoEPS nicht negativ beeinflussen, sondern flir die Deprotonierung von in DMSO
unléslichen a-Glucanen und damit fiir aussagekraftige Ergebnisse notwendig sind. Diese
Erkenntnis kann ebenfalls fiir andere in DMSO unl&sliche Polysaccharide von Bedeutung sein.
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Abbildung 4.1: Anteile der glycosidischen Bindungen in den wasserunldslichen (A) und wasser-
I6slichen (B) Modellglucanen in Abhéngigkeit von der Anwendung verschiedener Kombinationen
der Ultraschallbehandlungen 1, 2 & 3 wéahrend der Methylierungsanalyse in Doppelbestimmung.
Ultraschallbehandlung 1: wahrend des Quellens in DMSO, Ultraschallbehandlung 2: nach Zugabe von
NaOHs), 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 abhdngen (Kapitel
2.1) und sich permethylierte Polysaccharide wahrend der TFA-Hydrolyse anders verhalten
kdnnten als underivatisierte Polysaccharide, wurden verschiedene Hydrolysebedingungen im
Zuge der Methylierungsanalyse angewendet und die Ergebnisse verglichen. Hierbei wurden
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die fur Glucane beschriebenen Bedingungen (2 M TFA, 121 °C fiir 60 und 90 min, Kapitel 2.1),
mildere Bedingungen (1 M TFA bei 121 °C fir 90 min) und die fur Fructane haufig verwendeten
Bedingungen (1 M TFA bei 70 °C fir 30 min, Kapitel 2.1) untersucht. Nach Hydrolyse der
permethylierten wasserl6slichen und -unléslichen Modellglucane mit 2 M TFA bei 121 °C fiir
60 oder 90 min wurden alle erwarteten PMAA detektiert. Fir beide Hydrolysedauern (60 und
90 min) wurden &hnliche Ergebnisse erhalten. Jedoch war bei den wasserunléslichen
Glucanen der Anteil detektierter 1,3-Glcp nach 90 min Hydrolysedauer geringfligig héher als
nach 60 min, was fir eine hdhere Stabilitdt der 1,3-Verknipfungen im Vergleich zu 1,6-
Verknipfungen spricht. Fir beide Modellglucane war 1 M TFA ungeeignet: Nach Hydrolyse mit
1 M TFA bei 70 °C fiur 30 min wurden keine von Glucose abgeleiteten PMAA detektiert und
nach Hydrolyse mit 1 M TFA bei 121 °C fir 90 min war der Anteil an terminalen Einheiten im
Vergleich zum Erwartungswert und zur Anwendung von 2 M TFA erhdht. 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. Fir underivatisierte
wasserldsliche Glucane zeigte eine kinetische Studie zur Saurehydrolyse 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, wirde 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 gleichermalen vollsténdig freigesetzt und nicht abgebaut werden.
Dennoch waren Informationen zur Diskriminierung der einzelnen Strukturelemente bei
unterschiedlichen Hydrolysebedingungen hilfreich, um die Richtigkeit der Ergebnisse der
Methylierungsanalyse besser einschatzen zu kdnnen.

Fur die Modelllevane wurden nach Hydrolyse mit 1 M TFA (70 °C fir 30 min und 121 °C fir
90 min) 10 % terminale Fruf und 7 % 2,1,6-Fruf bestimmt, wahrend nach Hydrolyse mit 2 M
TFA (121 °C fir 60 und 90 min) weniger terminale als verzweigte Einheiten vorlagen. Nach
Verwendung von 2 M TFA bei 121 °C fur 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 bestatigt, 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 vollstédndig abgebaut
werden (Kapitel 2.1). Zur Verfolgung der Hydrolyse des Levan-Rickgrats wurden die
Hydrolyseprodukte der permethylierten Modelllevane nach unterschiedlichen Hydrolyse-
bedingungen (1 M TFA bei 70 °C, fur 10, 20 oder 30 min sowie 2 M TFA bei 121 °C fir 30, 60
oder 90 min) in DMSO gel6st und mittels HPSEC gekoppelt mit einem UV/VIS- und einem RI-
Detektor analysiert. Nach manchen Hydrolysebedingungen traten gelbe bis braunliche
Farbungen der Reaktionsldsungen auf, weshalb zusatzlich zur Rl-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 ahnlich dem Elutionsvolumen
von Fructose entstanden und dass die hochmolekularen Levane vollstandig hydrolysiert
wurden. Zusatzlich trat vor allem nach den Hydrolysen mit 2 M TFA ein friih eluierender Peak
auf. Dieser stammte von hochmolekularen Substanzen, die Licht mit einer Wellenlange von
420 nm absorbierten und somit die Gelbfarbung verursachten. Vermutlich wurden diese
Produkte durch Kondensations- und Dehydratisierungsreaktionen von zuvor hydrolytisch
freigesetzter, teilweise methylierter Fructose gebildet. Fur 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 Saure liegen jedoch keine Studien vor. Die polymeren Substanzen traten mit
geringerer Peakintensitat auch nach den Hydrolysen mit 1 M TFA auf, was darauf hindeutet,
dass ihre Bildung nicht vollstadndig 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 wahrend der Saurebehandlung zu verringern,
sind reduzierende Bedingungen wahrend der Hydrolyse vielversprechend. Dadurch kénnten
die partiell methylierten Monosaccharide unmittelbar nach ihrer Freisetzung direkt zu den in
saurer Umgebung stabileren Alditolen reduziert werden (Stevenson & Furneaux, 1991).
Deshalb wurde die Saurehydrolyse der Modelllevane in Anwesenheit des Reduktionsmittels
4-Methylmorpholinboran (MMB) mit verschiedenen TFA-Konzentrationen, Dauern und Tempe-
raturen durchgeflihrt. In ersten Versuchen wurde iber die Deuteriummarkierung jedoch nach-
gewiesen, dass eine zweite Reduktion durch NaBD, nach der Hydrolyse notwendig ist, um alle
partiell methylierten Monosaccharide zu reduzieren. Dabei wurde der Grol3teil der partiell
methylierten Monosaccharide erst durch NaBD, reduziert. Zwar wurde fur underivatisierte
Fructose die vollstdndige 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 Verhaltnissen vorlagen wie nach einer TFA-Hydrolyse ohne MMB. Dennoch kdnnten
die verwendeten Herangehensweisen, HPSEC und reduktive Bedingungen wahrend der
Hydrolyse, auf die Untersuchung anderer Polysaccharide tibertragen werden.

Die unterschiedlichen optimalen Hydrolysebedingungen fiir 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 nachsten Schritt untersucht, ob die Anwesenheit des jeweils anderen
HoEPS die jeweiligen Ergebnisse fiir Glucane und Levane beeinflusst. Ziel war hier, die Anteile
der glycosidischen Bindungen in beiden HoEPS richtig, das heil3t 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 wasserléslichen Modellglucanen
wurde nach Methylierungsanalyse mit verschiedenen Hydrolysebedingungen (1 M TFA bei
70 °C fr 30 min sowie bei 121 °C fur 90 min; 2 M TFA bei 121 °C fir 60 und 90 min; 3 M TFA
bei 121 °C fir 90 min) analysiert (Abbildung 4.2). Fir Modelllevane wurden nach Hydrolyse der
Mischung mit 1 M TFA bei 70 °C fir 30 min im Vergleich zur Einzelsubstanz (Abbildung 4.2
links) @hnliche Ergebnisse erhalten, ohne dass aus Glucanen stammende PMAA im Chroma-
togramm sichtbar waren. Entsprechend konnten die wasserldslichen Modellglucane nach
Hydrolyse mit 3 M TFA bei 121 °C fir 90 min bestimmt werden, da stérende PMAA aus
Levanen nur 2 % der gesamten PMAA ausmachten. Alle PMAA beider Modell-HoEPS wurden
nach Hydrolyse mit 1 M TFA bei 121 °C fir 90 min sowie nach 2 M TFA bei 121 °C fir 60 und
90 min nachgewiesen. Allerdings erschwerte hier die partielle Peaklberlappung 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 fur 60 min war die Abweichung innerhalb
der Doppelbestimmung fir beide Modell-HOEPS gering, allerdings waren die PMAA aus
Levanen (20 %) im Vergleich zu denen aus wasserldslichen Glucanen unterreprasentiert
(80 %). Dennoch ermdglichen diese Hydrolysebedingungen die Identifizierung und gute
Abschéatzung der Anteile der glycosidischen Bindungen beider Modell-HOEPS, sodass mit
ihnen einen Uberblick tiber die in einer Probe vorliegenden HoEPS erhalten werden kann.

Einzelne
Polysaccharide

50/50 (w/w)-Mischung

2,1,6-Fruf
2,6-Fruf
t-Fruf

71%
1,4,6-Glcp
1,6-Glcp
1,4-Glcp

glycosidische Bindungen / mol-%

t-Glcp

Keine PMAA von Glucanen detektierbar

17%

1M 2M 1M 1M 2M 2M 3M
30 min 90 min 30 min 90 min 60 min 90 min 90 min
70 °C 121 °C 70°C 121 °C 121 °C 121 °C 121 °C

Abbildung 4.2: Anteile der glycosidischen Bindungen in den Modelllevanen und wasserléslichen
Modeliglucanen in Abhangigkeit unterschiedlicher Hydrolysebedingungen wéhrend der Methy-
lierungsanalyse der 50/50 (w/w)-Mischung beider Polysaccharide in Doppelbestimmung. Die Hydro-
lysebedingungen (Trifluoressigsaure-Konzentration (M), Dauer (min) und Temperatur (°C)) sind unter
den Balken angegeben. Zum Vergleich sind links die Ergebnisse fir 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 fiir die
Methylierungsanalyse ermittelt werden. Auf3erdem konnte gezeigt werden, dass aus der
Analyse von HOEPS-Mischungen Informationen iber die enthaltenen HOEPS und deren Anteile
an glycosidischen Bindungen erhalten werden kénnen. Die gewonnenen Erkenntnisse erlau-
ben eine genaue Analyse der glycosidischen Bindungen in den enzymatisch und fermentativ
hergestellten HOEPS dieser Arbeit. Daneben kdnnen zuklinftig weitere Polysaccharide mit Hilfe
der hier verwendeten Ansatze untersucht und weitere Einblicke in die ablaufenden Reaktionen
gewonnen werden, was zum besseren Verstandnis der Vorgdnge wahrend der Derivatisierung
beitragen kann.
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4.2 Wasserunlosliche a-Glucane von Streptococcus-
Glucansucrasen

Waéhrend die Rolle der wasserunléslichen Glucane, die durch GS von Streptococcus-Bakterien
gebildet werden, bei der Entstehung von Plaque und Karies gut untersucht wurde (Kapitel 1),
ist Uber die Feinstrukturen der Glucane einzelner GS wenig bekannt (Kapitel 2.2.2.2). Daher
wurden zur systematischen und detaillierten Untersuchung von wasserunldslichen
Streptococcus-Glucanen funf ausgewdhlte 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 Stamme bisher nicht
untersucht wurden, wurden ihre GS durch Aminosduresequenzvergleich 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-
verknipfte Glucane synthetisieren. Dahingegen wurde SSAL4550 als GTF-K zur Synthese 1,6-
verknilpfter Glucane und SSAL4545 als GTF-J zur Synthese 1,3-verknlpfter, teilweise
kristalliner Glucane verwendet, um die Strukturvielfalt der wasserunloslichen Glucane
abzudecken. Auflerdem wurde die GS SSAL4540 hergestellt, die gemall Aminosaure-
sequenzvergleich zu keiner der vier bekannten GS von Streptococcus salivarius passt und
deshalb neuartige Glucane synthetisieren kdnnte. Die Glucansynthese erfolgte in mit CaCl,-
versetzter Saccharoseldsung bei 37 °C. Die wasserunléslichen Glucane wurden abzentrifugiert
und mit Wasser gewaschen. Sie wurden weder getrocknet noch eingefroren, um ihre nativen
raumlichen Strukturen zu erhalten und sie mit Hilfe verschiedener Analysemethoden
(Methylierungsanalyse, enzymatische Hydrolyse, HPSEC-RI, XRD, *C-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 durchgefiihrt (Ultraschallbehandlungen 1 &
2, 2M TFA, 90 min, 121 °C). Fur 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 ausschlieRlich a-1,6-
verknipft: 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 daflr, 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 wasserunléslichen 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.
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Abbildung 4.4: Chromatogramme (HPAEC-PAD) der endo-Mutanase-Hydrolysate der wasser-
unléslichen Glucane, die durch die Glucansucrasen SSAL4540, SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101
und SMUT1102 synthetisiert wurden. Die Nigero-Oligosaccharide wurden (ber ihre Retentionszeit
identifiziert; die Polymerisationsgrade (DP) der unbekannten Oligosaccharide wurden Uber die Kopplung
mit einem Massenspektrometer bestimmt. Die mit Sternchen (*) markierten Peaks stammten von
Isomalto-Oligosacchariden, die auch im Uberstand 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 hauptsachlich 1,3-Verknupfungen und nur einen geringen Anteil an 1,3,6-verknupften
Einheiten (2 %) aufwiesen. Nach endo-Mutanase-Hydrolyse wurden neben ausschlief3lich
a-1,3-verknipften Nigero-Oligosacchariden weitere Oligosaccharide freigesetzt, fir 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 verknipft
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 fir GTF-K und GTF-J Glucane in der Literatur beschriebenen
Strukturen (Kobayashi et al., 2017; Kusumi et al., 2023; Simpson et al., 1995), auRer dass die
1,6-verknipften Glucane wasserunléslich sind. Dies kdnnte durch ein hoheres
Molekulargewicht und/oder die Linearitdt der Glucane von SSAL4550 begriindet sein.

Die von SSAL4540 synthetisierten Glucane enthielten 30 % 1,3-, 13 % 1,4- und 28 % 1,6-
verknipfte 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-
Verknupfungen fur das Enzym nicht zugénglich waren und vermutlich nicht in Blécken
vorlagen. Analog wurden durch a-Amylase keine Oligosaccharide freigesetzt, was zeigte, dass
die 1,4-Verknlpfungen fir das Enzym nicht zugénglich 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 zuséatzliche Oligosaccharide, die 1,3-, 1,4- und/oder 1,6-
Verknipfungen enthalten kénnten. In der Literatur wurden nur wenige wasserunldsliche
Glucane mit 1,4-Verknipfungen beschrieben (Kapitel 2.2.2.2). Hayacibara et al. (2004)
beschrieben 16 - 25 % 1,4-Verknlpfungen in Glucanen der GTF-C von Streptococcus mutans,
fihrten jedoch keine genaueren Strukturanalysen dieser Glucane durch, sodass hier
Streptococcus-Glucane mit relevanten Anteilen an 1,3-, 1,4- und 1,6-Verknipfungen erstmalig
genauer analysiert wurden. Zudem zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass auch GS aus
Streptococcus salivarius derartige komplexe Glucane bilden kdnnen.

Die von SMUT1101 und SMUT1102 gebildeten Glucane wiesen neben 1,6-Verknlipfungen mit
55 bzw. 48 % hauptsachlich 1,3-Verknipfungen auf und waren durch 1,3,6-Glcp-Einheiten
verzweigt. Die Verknlpfungen entsprechen den in der Literatur (Hayacibara et al., 2004; Kopec
et al., 1997) beschriebenen und bestétigen, dass GTF-1 (SMUT1101) mehr 1,3-Verknipfungen
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 ahnlichen Aufbau der 1,3-verknipften 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-verknilpften Seitenketten, die von Minkel et al. (2019)
in wasserunldslichen Glucanen anderer Bakteriengattungen nachgewiesen wurden (Kapitel
2.2.2.2). Dies verdeutlichte, dass in den von SMUT1101 und SMUT1102 synthetisierten
Glucanen 1,6-verknipfte Abschnitte mit Seitenketten aus mehreren Einheiten vorlagen. Unter-
schiedliche Peakintensitatsverhaltnisse 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 wasserunléslichen Streptococcus-Glucanen wurde
bisher nicht in der Literatur beschrieben. Hydrolasen wurden zur Strukturanalyse von wasser-
unléslichen Glucanen von Streptococcus-GS verwendet, um den Anteil an Glucan, der nach
Hydrolaseinkubation wasserldslich 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-
unléslichen Streptococcus-Glucanen wurden bereits lineare Nigero-Oligosaccharide detektiert
(Pleszczynska et al., 2012; Tsumori et al., 2011), allerdings wurden keine weiteren Oligo-
saccharide naher betrachtet. Die Strukturaufklarung der unbekannten Oligosaccharide kénnte
zukiinftig genauere Aussagen Uber die Glucanstrukturen erméglichen.

Nach endo-Dextranase- und endo-Mutanase-Hydrolyse der enzymatisch hergestellten
Streptococcus-Glucane blieben wasserunldsliche Rickstédnde zurlick, die zusammen mit den
unmodifizierten Glucanen mittels HPSEC-RI analysiert wurden. Das Lésungsmittel, in dem sich
die meisten wasserunloslichen Glucane dieser Arbeit [6sten, war DMSO mit einem Zusatz von
100 mM LiCl. Hierbei war die Zugabe von LiCl als Feststoff zu in DMSO vorgequollenen
Glucanen nétig. Die von SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 synthetisierten Glucane und
ihre Ricksténde nach Hydrolyse wurden in DMSO mit 100 mM LiCl gel6st, wahrend sich die
von SSAL4550 und SSAL4540 produzierten Glucane nicht I6sten und dementsprechend nicht
analysiert werden konnten. Zur Abschatzung 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 Grolenverteilungen besalien. Wahrend die von SSAL4545 synthetisierten
Glucane eine breite GréRRenverteilung von circa 2 MDa bis 12 kDa aufwiesen, besal3en 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 wasserunldslichen Rickstande nach endo-Dextranase-
Hydrolyse wiesen unterschiedliche Molekulargewichtsverteilungen auf. Das Molekulargewicht
der von SMUT 1102 synthetisierten wasserunléslichen Glucane wurde durch die Hydrolyse von
circa 2 MDa auf 64,3 bis12 kDa verringert, was bedeutet, dass sowohl die nicht-hydrolysierten
1,3-Verknipfungen als auch die hydrolysierten 1,6-Verknlipfungen in ldngeren Abschnitten
vorlagen. Durch endo-Dextranase-Hydrolyse wurde bei den wasserunldslichen Fraktionen der
von SMUT1101 synthetisierten Glucane die relative Peakintensitdt der héhermolekularen
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 bestatigte, dass diese Glucane nicht durch endo-Dextranase
hydrolysiert wurden.
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Abbildung 4.5: Elugramme (HPSEC-RI) der wasserunloslichen Glucane, die durch die Glucan-
sucrasen SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 synthetisiert wurden, sowie ihrer wasser-
unléslichen Produkte nach endo-Dextranase- (A) und endo-Mutanase-Hydrolyse (B). Die Elutions-
volumina der Peakmaxima der GréRenstandards (dextran blue: circa 2 MDa) und das Elutionsvolumen
von Glucose (Vi) sind durch Referenzlinien angegeben. Zudem sind die Elugramme der beiden Enzyme
ohne Glucan gezeigt.

Auch die Molekulargewichtsverteilungen der wasserunldslichen Rickstdnde nach endo-
Mutanase-Hydrolyse unterschieden sich. Das Elutionsprofil der von SSAL4545 gebildeten
wasserunldslichen Glucane wurde durch die Hydrolyse wenig verandert. Folglich hatte die
Freisetzung der wasserloslichen Oligosaccharide keinen Einfluss auf die Molekular-
gewichtsverteilung. Diese unvollstandige Hydrolyse durch endo-Mutanase war bei den
hauptsachlich 1,3-verknipften Glucanen nicht zu erwarten und kénnte an einer begrenzten
enzymatischen Zuganglichkeit der Glucane, beispielsweise durch kristalline Bereiche, liegen.
Bei den von SMUT1102 synthetisierten Glucanen resultierte die endo-Mutanase-Hydrolyse in
Produkten mit einer breiteren GréRRenverteilung und dem Entstehen einer neuen Fraktion im
GroRenbereich von 64,3 bis 12 kDa. In Kombination mit der endo-Dextranase-Hydrolyse wurde
deutlich, dass die linear 1,6-verknipften Abschnitte im Durchschnitt lAnger waren, als die linear
1,3-verknupften Abschnitte. Insgesamt wiesen die Ergebnisse auf das Vorliegen von
Copolymeren mit 1,6- und 1,3-verknipften Abschnitten hin. Copolymer-Strukturen mit 1,3- und
1,6-verknupften Abschnitten wurden bisher fir wasserunldsliche Glucane von Leuconostoc
und von Streptococcus salivarius vorgeschlagen (Kapitel 2.2.2.2). Dabei wurde fur beide
Gattungen jeweils eine GS beschrieben, die copolymere Glucane synthetisiert (Kusumi et al.,
2023; Wangpaiboon et al., 2020), wahrend hier erstmals copolymere a-Glucane einer GS aus
Streptococcus mutans identifiziert wurden. Bei den von SMUT1101 synthetisierten Glucanen
wurde die relative Peakflache der Fraktion mit geringerem Molekulargewicht durch endo-
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Mutanase-Hydrolyse reduziert, was darauf hindeutet, dass hier konsekutiv 1,3-verknipfte
Abschnitte vorlagen. Somit lagen bei den von SMUT1101 synthetisierten Glucanen in der
hoéhermolekulareren Fraktion vor allem 1,6-Verknipfungen und in der niedermolekulareren
Fraktion vor allem 1,3-Verknipfungen vor. Insgesamt bestatigten 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 wasserunldslichen a-Glucane sehr unter-
schiedliche GroéfRenverteilungen aufwiesen. Fir die von GTF-L gebildeten gemischt-
verknipften Glucane bestimmten Kusumi et al. (2023) ein Molekulargewicht von ca. 1 MDa mit
relativ hoher Polydispersitat, was zusatzlich darauf hindeutet, dass die Molekulargewichts-
verteilungen der Glucane von Streptococcus-GS vielféltig sind. Jedoch existiert fur die
Bestimmung der Molekilgréle von wasserunldslichen Glucanen keine weitere Literatur
(Kapitel 2.2.2.2), sodass diese Arbeit die bisherigen Erkenntnisse deutlich erweitert.

Um Informationen Uber starre, kristallahnliche Bereiche in den enzymatisch hergestellten,
nativen Glucanen zu erhalten, wurden sie mit XRD und "C-MAS-NMR-Spektroskopie
analysiert. Hierfir wurden die Glucane nass und unter Vermeidung von Wasserverdunstung
vermessen. In der XRD beugen vergleichsweise grof3e kristalline Strukturen Réntgenstrahlen,
was flir 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 fir lineare a-1,3-verknlpfte Glucane
gefunden wurden (Kobayashi et al., 2017). Fir 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 '*C-MAS-NMR-Spektroskopie
(cross und direct polarization) untersucht. Die cross polarization-NMR-Spektren der von
SSAL4545, SMUT1101 und SMUT1102 gebildeten Glucane waren ahnlich und enthielten
hauptsachlich Signale, die a-1,3-Glcp-Einheiten zugeordnet werden konnten. Dement-
sprechend lagen in den starren, wenig beweglichen Bereichen hauptsichlich 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
bestatigten die direct polarization-NMR-Spektren, in denen zusétzliche Signale auftraten, die
a-1,6-Glcp zugeordnet wurden. Dass die starren Bereiche der von SMUT1102 gebildeten
Glucane in den Diffraktogrammen nicht sichtbar waren, kénnte aus ihrer geringen GréR3e
resultieren. Fur 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-verknlpfte Glucane mit
drei Verknlpfungstypen zukinftig weiter untersucht werden sollten. Dennoch zeigen die
erhaltenen Ergebnisse, dass nicht nur in ausschlieRlich 1,3-verknlpften sondern auch in
gemischt-verknipften Glucanen von Streptococcus-GS starre, kristalldhnliche Bereiche
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vorliegen. Bisher waren lediglich zu gemischt-verknlipften Glucanen einer GS von
Leuconostoc Hinweise auf kristalline Bereiche durch XRD-Analysen vorhanden (Kapitel
2.2.2.2). Darlber hinaus erlaubt die MAS-NMR-Spektroskopie erstmalig Einblicke in die
Verteilung der Verknipfungstypen in den beweglichen bzw. starren Bereichen der Glucane.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen die in der Literatur fir Glucane von Streptococcus-GS
beschriebenen Verkniipfungen und zeigen dariber hinaus Einblicke in die Feinstrukturen, was
die Kombination der Analysemethoden ermoglicht. Durch die Verwendung einzelner,
rekombinant hergestellter GS konnten strukturell diverse wasserunlésliche a-Glucane
synthetisiert werden. Die von SSAL4550 synthetisierten Glucane wurden als lineare, 1,6-
verknilpfte Glucane identifiziert, die keine starren oder kristallahnlichen Bereiche aufwiesen.
Die von SSAL4545 produzierten Glucane waren fast ausschlie3lich aus 1,3-Verknipfungen
aufgebaut, zeigten eine breite Molekilmassenverteilung und wiesen kristalline Bereiche auf.
Bei den von SSAL4540 gebildeten Glucanen handelte es sich um ungewdhnliche, gemischt-
verknilpfte Glucane mit drei Verknipfungstypen. Wahrend die 1,6- und 1,4-Verkniipfungen
nicht enzymatisch hydrolysiert wurden, waren langere 1,3-verknipfte Abschnitte vorhanden,
die durch endo-Mutanase hydrolysiert wurden. Hier kénnte die ldentifizierung der unbekannten
Oligosaccharide weitere Erkenntnisse Uber die Struktur liefern. Fir diese Glucane konnten
keine starren oder kristallahnlichen Bereiche nachgewiesen werden. SSAL4540 und die von
ihr gebildeten Glucane sollten weiter untersucht werden, um aufzuklaren, wie GS drei
VerkniUpfungstypen synthetisieren und ob die Glucane ungewdhnliche physikochemische
Eigenschaften besitzen. Die von SMUT1101 und SMUT1102 produzierten Glucane besalen
langere 1,3- und langere 1,6-verkniipfte Abschnitte mit Verzweigungen. Aufierdem wiesen sie
starre, kristallahnliche Bereiche auf, in denen vor allem die 1,3-Glcp-Einheiten involviert waren,
wahrend sich die 1,6-Glcp-Einheiten in beweglicheren Bereichen befanden. Die Glucane
beider GS unterschieden sich den enzymatischen Hydrolysen zufolge in ihren Feinstrukturen
und besalien unterschiedliche Molekilgrofienverteilungen. Die von SMUT1101 produzierten
Glucane bestanden aus zwei Fraktionen mit unterschiedlicher GréRe und Verknipfungen,
wahrend 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 kénnen Mischungen aus Glucanen und Fructanen
entstehen. Fir 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
Bakterienstamme der Gattungen Leuconostoc und Liquorilactobacillus fir den Vergleich der
(Fein)Strukturen von fermentativ hergestellten, wasserléslichen und -unléslichen HoEPS
ausgewahlt: 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 fur die HOEPS-Synthese unter identischen Bedingungen in mit Saccharose
supplementiertem Medium kultiviert. Anschlieend wurden die Kulturen durch Zentrifugation
in Uberstande mit wasserléslichen HoEPS sowie Riickstidnde mit wasserunléslichen HOEPS
und Bakterienzellen getrennt und nach einer angepassten Methode aufgereinigt. Hierbei
wurden die wasserldslichen HOEPS mit Ethanol prazipitiert und zur Abtrennung von Proteinen
in 1 M NaOH geldst und zentrifugiert, wahrend die wasserunléslichen Riickstédnde in 1 M NaOH
geldst, zentrifugiert und mit Ethanol prazipitiert wurden. AbschlieRend wurden alle HoEPS
dialysiert und gefriergetrocknet. Die Bakterien aller sieben Stdamme synthetisierten sowohl
wasserldsliche als auch -unlosliche HoEPS, wobei sich die Gesamtausbeuten deutlich
unterschieden. Es wurden zwischen 5 und 22 g HoEPS / L Kultur gebildet. Auch die relativen
Ausbeuten an wasserldslichen und wasserunléslichen HOEPS variierten. Wahrend Bakterien
mancher Stdamme hauptséchlich wasserunlésliche HOoEPS bildeten (NRRL B-1121, B-1144,
B-1118) synthetisierten andere hauptsachlich wasserlésliche HOEPS (NRRL B-1149, DSM
20241). Zur Ausbeutenerhéhung kénnten die Kultivierungsbedingungen fiir einzelne Stamme
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 Bakterienstdmme (NRRL B-1121 &
B-1144, DSM 20241 & 16230) waren auch ohne optimierte Kultivierungsbedingungen bereits
vielversprechend.

4.3.1 Wasserunlosliche Glucane

Die wasserunldslichen HoOEPS aller sieben Stdamme 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-Verknupfungen
36 - 68 % und die 1,3-Verknlipfungen 5 - 40 % aus. 1,3- und 1,6-Verknipfungen sowie Ver-
zweigungen durch 1,3,6-Verknlpfungen sind typisch fiir wasserunldsliche 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 dhneln den in der Literatur beschriebenen (Cété & Skory, 2015; Jeanes et
al., 1954; Pearce et al., 1990; Slodki et al., 1986), wahrend sie fir die wasserunldslichen
Glucane von NRRL B-1144, DSM 20241 & 16230 bislang nicht beschrieben wurden. Die
Ergebnisse flir die Glucane der Stamme NRRL B-1144 und DSM 16230 bestatigen zudem,
dass auch Glucane mit geringen Anteilen an 1,3-Glcp wasserunldslich sein kénnen. 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.
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Abbildung 4.6: Anteile der glycosidischen Bindungen in den fermentativ hergestellten wasser-
unléslichen Glucanen (links) und ihren wasserunloslichen Riickstinden nach endo-Dextranase-
Hydrolyse (rechts). Die Glucane wurden von Bakterien der Stdmme 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 Verknipfungstypen zu untersuchen, wurden die wasser-
unldslichen Glucane mit endo-Dextranase hydrolysiert. Die wasserldslichen Produkte wurden
mittels HPAEC-PAD analysiert. Neben Isomaltose wurden durch endo-Dextranase-Hydrolyse
unterschiedliche, an Position O3 verzweigte Isomalto-Oligosaccharide in ahnlichen Verhalt-
nissen freigesetzt. Diese Isomalto-Oligosaccharide wiesen mono- bis trimere an Position O3
gebundene, 1,6-verknlipfte Seitenketten auf. Daraus konnte gefolgert werden, dass in den 1,6-
verknUpften Abschnitten der wasserunldslichen Glucane mehrere Einheiten lange Seitenketten
an Position O3 gebunden vorlagen. Diese Strukturelemente wurden ebenfalls von Minkel et
al. (2019) in den wasserunléslichen Glucanen der Leuconostoc GS Lc1215 und Lc2135 sowie
von Lentilactobacillus hilgardii identifiziert (Kapitel 2.2.2.2). Auch fiir wasserunlésliche Glucane
von Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355 gab es in der Literatur Hinweise auf
Verzweigungen in den 1,6-verknlpften Abschnitten (Kapitel 2.2.2.2), jedoch wurden keine
genaueren Analysen durchgefiihrt. Insgesamt schienen die Strukturen der 1,6-verknipften
Abschnitte denen von Dextranen zu dhneln (Kapitel 2.2.2.1).
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Nach der endo-Dextranase-Hydrolyse blieben wasserunldsliche Rickstande zurtick, die ent-
sprechend den Ergebnissen der Methylierungsanalyse hauptsachlich aus 1,3-Glcp mit5 - 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-Verknipfungen fast vollstdndig hydrolysiert und die 1,6-
verknipften Abschnitte der Glucane waren trotz Wasserunléslichkeit der Glucane fiir die endo-
Dextranase zuganglich. Den HPSEC-RI-Ergebnissen zufolge reduzierte die endo-Dextranase-
Hydrolyse das Molekulargewicht der wasserunléslichen Glucane von mehreren MDa auf circa
270 bis 12 kDa (Abbildung 4.7). Folglich waren die 1,3-verknupften Abschnitte relativ kurz und
zwischen 1,6-verknlpften Abschnitten eingebettet. Durch endo-Mutanase-Hydrolyse wurden
aus den 1,3-verknlpften Abschnitten der nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunléslichen
Rickstande neben linearen Nigero-Oligosacchariden zwei unterschiedlich verknlpfte
Pentasaccharide in variierenden Anteilen freigesetzt. Entsprechend wiesen die 1,3-verkniipften
Abschnitte der wasserunléslichen Glucane unterschiedliche Feinstrukturen auf und es konnte
bestatigt werden, dass die 1,3-verknlpften Abschnitte verzweigt waren. In der Literatur wurde
lediglich die Freisetzung von Nigerose und Nigerotriose durch Mutanase aus zuvor mittels
endo-Dextranase hydrolysierten wasserunléslichen Glucanen von Leuconostoc mesenteroides
B-523 berichtet (C6té & Leathers, 2009). Eine Analyse des Molekulargewichts der Poly-
saccharide sowie der GrofRe der verschiedenen Abschnitte erfolgte jedoch nicht, sodass die
Ergebnisse dieser Arbeit das Wissen Uber bakterielle Glucane erweitern und eine Heran-
gehensweise zur Untersuchung weiterer wasserunléslicher Glucane aufzeigen. Die HPSEC-RI-
Analysen dieser Arbeit erlauben den unmittelbaren Vergleich der Molekulargewichtsver-
teilungen aller untersuchten wasserunléslichen Glucane. Die Unterschiede in den Molekdil-
grofien der fermentativ hergestellten Glucane waren im Vergleich zu den durch Streptococcus-
GS enzymatisch hergestellten wasserunléslichen Glucanen (Kapitel 4.2) gering. Die
Molekiilgréfien der Glucane und ihrer nach endo-Dextranase-Hydrolyse wasserunléslichen
Rickstdnde waren bei den fermentativ und den von SMUT1102 produzierten Glucanen
ahnlich, was auf Copolymer-Strukturen mit ahnlichen langen Abschnitten hindeutet.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die wasserunldslichen Glucane der sieben
Bakterienstamme aus 1,6-verknlpften, verzweigten Abschnitten bestanden, die durch
vergleichsweise kiirzere 1,3-verkniipfte, ebenfalls verzweigte Abschnitte unterbrochen waren.
Die isolierten 1,3-verknlpften Abschnitte waren wasserunléslich und hatten unterschiedliche
Feinstrukturen. Trotz der hohen Varianz in den Anteilen der 1,3- und 1,6-verknipften
Abschnitte wiesen die fermentativ hergestellten wasserunldslichen Glucane &hnliche
Strukturen auf. Diese blockartigen Strukturen erinnerten an die Struktur der von SMUT1102
synthetisierten Glucane (Kapitel 4.2) und wurden auf Basis anderer Analysemethoden
ebenfalls flir weitere Glucane beschrieben (Coté et al., 1999; Kusumi et al., 2023; Wangpaiboon
et al., 2020).
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Abbildung 4.7: Elugramme (HPSEC-RI) der fermentativ hergestellten wasserunléslichen Glucane
und ihrer wasserunldslichen Riickstdande nach endo-Dextranase-Hydrolyse. Die Glucane wurden
von Bakterien der Stamme NRRL B-1121, B-1144, B-1149, B-1438 & B-1118 und DSM 20241 & 16230
synthetisiert. Die Elutionsvolumina der Peakmaxima der GrdRenstandards (dextran blue: circa 2 MDa)
und das Elutionsvolumen von Glucose (Vi) sind durch Referenzlinien angegeben.

4.3.2 Wasserlosliche Glucane & Fructane

Neben den wasserunléslichen Glucanen synthetisierten die Milchsdurebakterien aller sieben
Stdmme wasserldsliche HOEPS. Die Monosaccharidbestimmung nach TFA-Hydrolyse ergab,
dass diese aus Glucanen und Fructanen in unterschiedlichen Anteilen bestanden. Die
wasserldslichen HoEPS der Stamme NRRL B-1149, B-1118 und DSM 20241 waren Fructane
(Glucane < 3 %) und DSM 16230 bildete ausschlie3lich Glucane. Die Stdmme NRRL B-1438,
B-1121 und B-1144 synthetisierten wasserldsliche Glucane und Fructane. Die chemischen
Verschiebungen der Signale in den 'H-NMR-Spektren der HOEPS wiesen darauf hin, dass es
sich um 1,6-verkniipfte Glucane und Levane handelte. Zur genaueren Bestimmung der glyco-
sidischen Bindungen wurde die Methylierungsanalyse durchgefiihrt. 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 fir 30 min wurden
die glycosidischen Bindungen der Fructane und nach Hydrolyse mit 3 M TFA bei 121 °C fir
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90 min die der Glucane bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass alle Glucane dieselben
glycosidischen Bindungen in dhnlichen Anteilen enthielten. Sie bestanden hauptsachlich aus
1,6-Glcp (ca. 75 %) und enthielten Verzweigungen durch ca. 10 % 1,3,6-verknlpfte Glcp-
Einheiten. Demnach handelte es sich bei allen um an Position O3 verzweigte Dextrane. Zudem
wurden geringe Mengen an 1,3-Verknlpfungen (< 6 %), 1,4-Verknipfungen (< 1 %) und 1,4,6-
Verknipfungen (< 1 %) gefunden. Die geringen Anteile der 1,4- und 1,4,6-Glcp-Einheiten
sprachen dafur, dass es sich um Artefakte aus der Aufarbeitung, beispielsweise durch
Untermethylierung, handeln kénnte. Den VerknUpfungen zufolge lagen typische Dextrane vor
(Kapitel 2.2.2.1).

Die Fructane waren aus 2,6-Fruf-Einheiten aufgebaut, was bestatigte, dass es sich um Levane
handelte. Zusatzlich enthielten sie 2,1,6-verknlpfte 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
Rickgrat-Einheiten) berechnet. Sie variierten zwischen 7 und 24 %, wobei die Levane der
Stamme NRRL B-1144 und B-1118 mit Gber 20 % am starksten verzweigt waren. Dies bestétigt
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 Herklnften 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. Fir die physikochemischen Eigenschaften sind
die unterschiedlichen Verzweigungsgrade der Levane potenziell sehr relevant. Hier spielen
jedoch auch die Verteilung und Lange der Seitenketten eine Rolle, was derzeit nur in Ansatzen
bekannt ist (Kapitel 2.3.2). Aus diesem Grund wurde eine endo-Levanase aus Bacteroides
thetaiotaomicron, die aus linearem Levan hauptsachlich 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 dhnlichen Verhaltnissen
freigesetzt, was demonstriert, dass die Levane dieselben Strukturelemente in ahnlichen
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 verkniipfte Oligosaccharide. Das bedeutet, dass neben
ausschliellich 2,6-verknlpften Levan-Oligosacchariden auch Oligosaccharide mit 2,1,6- oder
2,1-Verknipfungen vorlagen. Die Strukturen dieser gemischt-verknlpften Oligosaccharide aus
endo-Levanase-Hydrolyse sind derzeit nicht bekannt und kénnten zukilnftig weiterfihrende
Informationen Uber die Feinstrukturen der Levane liefern. Der hier verfolgte analytische Ansatz
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bietet zudem die Mdglichkeit die Feinstrukturen unterschiedlicher Levane miteinander zu
vergleichen.
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Abbildung 4.8: Chromatogramme (HPAEC-PAD) der endo-Levanase-Hydrolysate der wasser-
I6slichen Homoexopolysaccharide, die fermentativ durch Bakterien von sieben Stammen (NRRL
B-1121, B-1144, B-1149, B-1438 & B-1118 und DSM 20241 & 16230) produziert wurden. Levanbiose
und Levantriose wurden Uber ihre Retentionszeit identifiziert. Die Polymerisationsgrade (DP) der
unbekannten Oligosaccharide wurden Uber 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 wasserunléslichen Glucanen (Kapitel 4.3.1) entstanden neben Isomaltose unterschiedliche
an Position O3 verzweigte Isomalto-Oligosaccharide, die das Vorhandensein von Seitenketten
unterschiedlicher Lange in allen Dextranen zeigten. Diese Oligosaccharide wurden ebenfalls
aus anderen Dextranen von Liquorilactobacillus, Latilactobacillus und Weissella freigesetzt
(Kapitel 2.2.2.1). Die MolekulgréfRen der wasserléslichen HOEPS wurden mittels HPSEC-RI
bestimmt. Wahrend die Levane hohe Molekulargewichte im Bereich von 2 MDa - 670 kDa
aufwiesen, zeigten die wasserldslichen Glucane eine breite Molekulargewichtsverteilung von
2 MDa bis unter 12 kDa. Die Zuordnung der Peaks zu beiden HOEPS wurde durch endo-
Dextranase-Hydrolyse bestatigt. Die fir Levane bestimmten Molekulargewichte befanden sich
im Bereich der flr andere Levane bestimmten Molekulargewichte (Kapitel 2.3.2). Dahingegen
waren die Molekulargewichte der Glucane im Vergleich zu anderen Glucanen Kklein
(Kapitel 2.2.2.1). In der Literatur liegen wenige Vergleiche der Molekulargewichte von
Glucanen und Levanen vor und diese zeigen unterschiedliche Molekulargewichtsverhaltnisse
beider HOEPS (Fels et al., 2018; van Geel-Schutten et al., 1999). Die GréRRen beider HOEPS
kdnnen aulRerdem von den vorliegenden Fermentationsbedingungen abhangen. Sowohl fur
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 Bakterienstdmme unterschiedliche wasserldsliche HOEPS,
von denen die Glucane anderen an Position O3 verzweigten Dextranen strukturell &hnein.
Allerdings besitzen sie eine ungewohnlich breite MolekullgréRenverteilung. Die ebenfalls
entstandenen Levane weisen variierende Verzweigungsgrade (7 - 24 %) und relativ hohe
Molekulargewichte auf. Die fermentativ hergestellten HoEPS der sieben Stdmme wurden in
dieser Arbeit erstmals detailliert untersucht. Je nach Stamm kénnen 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
fur GH70- und zwei flir 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 wasserunldslichen Glucanen und Levanen in dieser Arbeit bestétigt
die Expression von GS und FS durch DSM 20241. Fir Liquorilactobacillus satsumensis DSM
16230 wurden mehrere GH70-Enzyme und kein GH68-Enzym vorhergesagt (Sun et al., 2015).
Fir andere Liquorilactobacillus satsumensis Stamme ist die Synthese von wasserléslichen und
-unléslichen Glucanen (durch zwei GS) bereits bekannt (Cété et al., 2013; Tan et al., 2022). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass auch DSM 16230 unter den verwendeten Bedingungen
wasserlésliche und -unlésliche Glucane synthetisiert und keine aktive FS exprimiert. Fir
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1118 wurden drei fir GS und drei fir FS kodierende
Gene beschrieben und die Produkte einer FS als Levane identifiziert (Olvera et al., 2007). Die
Glucane zweier GS untersuchten C6té & Skory (2015) naher. Dabei unterschieden sich die
Anteile der Verknipfungen in den Glucanen der beiden einzelnen GS von denen in den
Glucanen, die durch die Kombination beider GS entstanden. Eine GS bildete wasserunlosliche
Glucane mit 1,3- und 1,6-Verknipfungen und die andere GS bildete wasserldsliche Glucane
mit hohen Anteilen 1,6-Verknlipfungen. Beide GS zusammen synthetisierten den fermentativ
hergestellten Glucanen ahnliche Glucane mit 70 % 1,6- und 13 % 1,3-Verknlipfungen (Cété &
Skory, 2015), was die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen. 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 bestatigt werden konnte. Flr
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 Ahnlichkeit der HOEPS-Strukturen, dass
die sieben Bakterienstamme 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
Enzymaktivitaten bei den verwendeten Fermentationsbedingungen hin. Allgemein ist bekannt,
dass die genaue Struktur von Glucanen auch von den Kultivierungsbedingungen abhangen
kann (Pidoux et al., 1990; Wiater et al., 2012). Zudem kdnnten die HOEPS-Strukturen auch von
Glucanasen und Fructanasen, die die Organismen ebenfalls exprimieren, beeinflusst werden
(Kapitel 2.2.1 & 2.3.1). Fur 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, Lplnu, in Vorarbeiten synthetisiert wurden. Die Inuline wiesen
eine breite Molekulargewichtsverteilung von circa 2 MDa bis 12 kDa auf, was mit Hilfe von
Dextran-GréRenstandards abgeschéatzt wurde. Diese breite Verteilung ist ungewdhnlich (vgl.
Kapitel 2.3.2), bestatigt aber, dass bakterielle Inuline gréRer als pflanzliche Inuline
(Polymerisationsgrad bis 80, das heil3t 13 kDa, Mensink et al., 2015) sind. Zusatzlich konnte
dies durch 'H-NMR-Spektren bestatigt werden, in denen bei den von Lplnu produzierten
Inulinen, im Gegensatz zu pflanzlichen Inulinen, keine Peaks terminaler Glucose-Einheiten
sichtbar waren. In der Methylierungsanalyse wurden neben terminalen und 2,1-verknlpften
Fruf-Einheiten 7 % 2,1,6-verknlpfte Fruf-Einheiten identifiziert. Verzweigungen in bakteriellen
Inulinen wurden bisher selten untersucht. Ebisu et al. analysierten Inuline von zwei Strepto-
coccus mutans Stammen mittels Methylierungsanalyse und fanden 3 und 10 % 2,1,6-Fruf
(Ebisu et al., 1975). Fur 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 Lplnu synthetisierten Inuline dhnliche Anteile an
Verzweigungen. Neben den polymeren Inulinen synthetisierte Lplnu 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-verknipften Inulo-
Oligosacchariden zugeordnet werden, sodass Lplnu vermutlich auch verzweigte Fructo-
Oligosaccharide bildet. Insgesamt sind die von Lplnu 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 fir die Synthese von HoEPS (Levan) bekannten Essigsdurebakterien (Kapitel 2.3)
wurde in vorangegangenen Arbeiten auch bei zwei Stdmmen 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 Molekulgrofienbestimmung wurden
HPSEC-RI-Messungen durchgefihrt 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 Stamme wiesen dabei unterschiedliche Molekular-
gewichtsverteilungen auf. Die Monosaccharidbestimmung nach TFA-Hydrolyse wies auf das
Vorliegen von Fructanen hin, wahrend die 'H-NMR-Spektren erganzend zeigten, dass die EPS
Levan-Strukturelemente enthielten. Die Fructane beider Bombella Stdamme 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 kdnnte 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 Peakintensitat koeluieren und deshalb nicht identifiziert
wurden. AulRerdem wurden in vielen Publikationen lediglich die NMR- und Infrarot-Spektros-
kopie zur ldentifizierung und gleichzeitiger Strukturaufkldarung 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; Matulova et al., 2011; Ni et al., 2018; Olvera et al., 2007). Jedoch kdénnen
in den NMR-Spektren haufig nur die Hauptverknipfungstypen identifiziert werden (Kapitel 2.1),
wie das Beispiel der Fructane von Bombella bestétigt. Deshalb ist es denkbar, dass weitere
Fructane mit beiden Verknipfungstypen 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-Verknipfungen hin. Um Hinweise auf die Anordnung der Struktur-
elemente zu erhalten, wurden die Hauptverknipfungen 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 verknupfte Oligosaccharide vorlagen. Der Vergleich mit dem
Chromatogramm des Hydrolysats bekannter, 2,6- aber nicht 2,1-verknlpfter Levane von
Gluconobacter albidus (Hundschell et al., 2020a) verdeutlichte, dass dieselben Oligo-
saccharide in unterschiedlichen Verhéltnissen aus den Fructanen aller drei Essigsaure-
bakterienarten freigesetzt wurden. Demnach handelte es sich um 2,6-verknipfte Levan-
Oligosaccharide und gemischt-verknlipfte Oligosaccharide, die vermutlich aus verzweigten
2,6-verkniipften Bereichen und nicht aus den Ubergingen von 2,6- zu 2,1-verknipften
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 Peakintensitatsverhaltnisse 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 Stamme zu niedermolekulareren Produkten abgebaut wurden. Im Hydrolysat der
Fructane von B. mellum war zusétzlich ein Teil héhermolekularer Produkte (circa 670 kDa)
vorhanden, bei denen es sich um 2,1-verknipfte oder alternierend 2,1- und 2,6-verknlpfte
Abschnitte des Fructans handeln kénnte. Der Abbau der hochmolekularen Fructane und die
Bildung von kleineren Polysacchariden spricht flr das Vorliegen von Copolymeren. Fructan-
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Copolymere mit 2,1- und 2,6-Verknipfungen sind unbekannt, sodass weitere Analysen die
Struktur der Bombella-Fructane genauer aufklaren sollten.
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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 Stamme (B). Zuséatzlich ist das
Chromatogramm des endo-Levanase-Hydrolysats der Levane von Gluconobacter (G.) albidus, die keine
2,1-Verknupfungen enthalten, gezeigt. Fructose, Levanbiose und Levantriose wurden uber ihre
Retentionszeit identifiziert. Die Polymerisationsgrade (DP) der unbekannten Oligosaccharide wurden
Uber 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 dafiir bekannt, hoch-
molekulare Fructane zu synthetisieren, sondern hauptsachlich Wasser als Akzeptormolekil zu
verwenden und Oligosaccharide zu bilden (Lammens et al., 2009). In vorangegangenen
Arbeiten wurde ermittelt, dass die GH32-Enzyme beider Bombella Stdmme 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 dhnlichen Ergebnisse der Strukturaufklarungen aller EPS zeigen erstmalig, dass
GH32-Enzyme auch zur Synthese hochmolekularer Polysaccharide fahig sind. Auf Basis dieser
Erkenntnisse ist es mdglich, die Besonderheiten der GH32-Enzyme von Bombella, also die
Bildung hochmolekularer Fructane mit zwei verschiedenen linearen Verknlipfungstypen und
Verzweigungen, weiter zu untersuchen.
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4.5 Zusammenfassende Diskussion & Ausblick

Durch die Kombination verschiedener Analysemethoden konnten umfassende Informationen
Uber die Strukturen zahlreicher HoEPS erhalten werden. Auflerdem erméglichte die
Untersuchung von HoEPS unterschiedlicher Herkunft mit denselben Analysemethoden den
direkten Vergleich ihrer (Fein)Strukturen, der aus anderen Studien nur selten mdglich 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 bestatigt,
dass die glycosidischen Bindungen in Glucanen stabiler sind als in Fructanen. Neben
geeigneten Bedingungen fir die Hydrolyse der jeweiligen permethylierten HOEPS wurden an
einigen Stellen Einblicke in die wahrend der Derivatisierungsschritte ablaufenden Vorgange
erhalten. So konnte die Notwendigkeit von Ultraschallbehandlungen zur Quellung und
Deprotonierung von in DMSO unléslichen Glucanen nachgewiesen werden, wahrend ein
Einfluss der Ultraschallbehandlungen auf die Polysaccharidkettenlange nicht gefunden wurde.
In gleicher Weise koénnten weitere in DMSO unlésliche Polysaccharide untersucht werden, um
auch fir sie die Methylierungsanalyse zu verbessern. Daneben zeigten die Untersuchungen
der Hydrolyse von Levanen bei verschiedenen Bedingungen, dass sich permethylierte
Polysaccharide anders verhalten kénnen als unmodifizierte. Dies sollte fir die Methylierungs-
analyse weiterer Polysaccharide in Zukunft stérker bertcksichtigt werden. AuRerdem wurde
demonstriert, dass die HPSEC-Analyse wertvolle Informationen iber den Reaktionsverlauf der
Hydrolyse permethylierter Polysaccharide liefert. Hiermit konnte zuklnftig auch naher
untersucht werden, ob die glycosidischen Bindungen am Ende permethylierter Glucane
schneller als die Bindungen in der Mitte hydrolysiert werden. Zusétzlich konnte in dieser Arbeit
erstmals gezeigt werden, unter welchen Bedingungen die einfache Bestimmung einer HOEPS-
Mischung einen Uberblick tiber die enthaltenen Glucane und Fructane erméglicht, wahrend
aussagekréaftige Ergebnisse fir die einzelnen HoEPS durch zweifache Aufarbeitung der
Mischung erhalten werden kdénnen. Mit diesem Wissen kdnnen 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. Wahrend die fermentativ hergestellten
wasserunldslichen Glucane untereinander @hnliche Strukturen aufwiesen, waren die Verknip-
fungstypen und Feinstrukturen der enzymatisch hergestellten wasserunléslichen Glucane
divers. Glucane beider Gruppen besallen 1,3- und 1,6-verknipfte Abschnitte. Von diesen
bildeten nur die 1,3-verknlpften Abschnitte starre, kristallahnliche Bereiche aus und die 1,6-
verknlpften Abschnitte waren beweglicher, was Festkdrperanalysen der enzymatisch her-
gestellten Glucane zeigten. Da dies in der Literatur nicht bekannt war, sollten Analysen von
gemischt-verknlpften Glucanen anderer Herkunft zukinftig das Wissen erweitern. Die
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fermentativ hergestellten Glucane sowie die von der GS SMUT1102 produzierten Glucane
waren hochmolekulare Copolymere mit langeren 1,6- und 1,3-verknlUpften 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 langeren 1,6- und kirzeren 1,3- verknipften
Abschnitten auf. Diese Erkenntnisse sind von Bedeutung, da in der Literatur die Molekulgréf3en
wasserunldslicher Glucane lediglich vereinzelt und die L&ngen ihrer Abschnitte nicht
beschrieben waren. Uber die HPAEC-Analyse enzymatisch freigesetzter Oligosaccharide aus
den gemischt-verknlpften Glucanen konnte gezeigt werden, dass Verzweigungen sowohl in
1,3- als auch 1,6-verknlpften Abschnitten existierten. Die Detektion entsprechender
Oligosaccharide konnte zudem das Vorliegen von Seitenketten mit mehreren Einheiten in den
1,6-verknUpften Abschnitten nachweisen. Zu den Seitenkettenlangen in den 1,3-verknlpften
Abschnitten kann mit den gewonnenen Erkenntnissen keine Aussage getroffen werden, sodass
zukinftig die durch endo-Mutanase freigesetzten, gemischt-verknipften Oligosaccharide
identifiziert werden sollten. Besonders die weitere Strukturaufkldrung der von der GS
SSAL4540 synthetisierten Glucane ist aufgrund der unterschiedlichen Verknipfungstypen und
des seltenen Vorkommens derartiger Glucane von gro3em Interesse. AuRerdem konnte durch
enzymatische Hydrolysen gezeigt werden, dass wasserunlésliche, vollstandig linear 1,6-
verknipfte Glucane und fast ausschliel3lich 1,3-verknipfte Glucane von jeweils einer GS
synthetisiert werden kénnen.

Die in dieser Arbeit untersuchten wasserloslichen Glucane hatten ahnliche 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-verknlpften Abschnitten der
gemischt-verknlpften wasserunléslichen Glucane identifiziert, was darauf hindeutet, dass
diese Abschnitte Dextran-dhnlich 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 ungewdhnlich breit, was moéglicherweise in den
verwendeten Kultivierungsbedingungen begriindet 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 ungewdhnliche gemischt-verknlpfte
Fructane identifiziert. Alle untersuchten Fructane hatten im Vergleich zu pflanzlichen Fructanen
hohe Molekulargewichte, was andere Verwendungsmdglichkeiten eréffnen kann (Ni et al.,
2020). AuRerdem waren alle Fructane durch 2,1,6-Verkniipfungen 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 Heterogenitat der Verzweigungsgrade von bakteriellen Levanen. Fir alle
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Fructane ist der Einfluss ihrer Verzweigungen auf physikochemische und erndhrungs-
physiologische Eigenschaften unklar (Cheng et al., 2021; Liu et al., 2020; Xu et al., 2018b). Hier
kénnten die unterschiedlich stark verzweigten Levane dieser Arbeit weiterfiihrende Unter-
suchungen ermdglichen. Uber die Verteilung und Lange der Seitenketten lassen die
Ergebnisse dieser Arbeit jedoch keine Aussagen zu und in der Literatur ist dazu fir Levan
wenig und fir Inulin nichts bekannt (Kapitel 2.3.2). Der von Marshall & Weigel (1980a, 1980b)
verwendete Ansatz zur Bestimmung von Seitenkettenldngen (exo-B-Fructosidase und
Methylierungsanalyse) ist relativ ungenau und erlaubt lediglich Riickschlisse auf die ungefahre
Lange der Seitenketten, weshalb er hier nicht verwendet wurde. Hier kénnten die durch endo-
Fructanasen freigesetzten Oligosaccharide Informationen iber die Feinstrukturen der Fructane
liefern, weshalb die genauen Strukturen der unbekannten durch endo-Levanase freigesetzten
Oligosaccharide in zukunftigen Arbeiten geklart werden sollten. Daneben liel3e sich der hier
verwendete Ansatz, Fructane im Vergleich zu ihren Produkten aus endo-Levanase-Hydrolyse
mit HPSEC-RI zu analysieren, auf endo-Inulinase-Hydrolysate Ubertragen. Fir die Fructane von
Bombella-Bakterien wurden in dieser Arbeit Hinweise erhalten, dass es sich bei ihnen um
Copolymere mit 2,1- und 2,6-verknipften Abschnitten handeln kénnte. Bisher wurden
gemischt-verknipfte Fructane in der Literatur nicht beschrieben, weshalb die Fructane von
Bombella mit den genannten Mdglichkeiten weiter untersucht werden sollten. Zuséatzlich
kénnten die enthaltenen 2,1- und 2,6-verknlpften Abschnitte, beispielsweise nach
enzymatischem Abbau, isoliert und einzeln untersucht werden.

Bei allen Ergebnissen ist zu beriicksichtigen, dass sowohl bei der fermentativen als auch bei
der enzymatischen HoEPS-Synthese unter anderen Bedingungen veranderte Strukturen
entstehen konnten. Auch hierzu ist wenig bekannt und es besteht nach wie vor
Forschungsbedarf, wobei die in dieser Arbeit (weiter)entwickelten Methoden vielversprech-
ende Optionen fir weiterflihrende Untersuchungen darstellen. Dartber 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. Hierfir liefern die Ergebnisse dieser Arbeit eine
geeignete Grundlage, auf der beispielsweise gezielt eine FS, die hochverzweigte Levane
synthetisiert, identifiziert werden kénnte. Da Enzyme nicht nur nach ihrer Aminosauresequenz
und ihrer Struktur, sondern auch nach den von ihnen synthetisierten Produkten eingruppiert
werden, ist eine umfassende Analyse der HOEPS sinnvoll. Daneben kénnen die Kenntnisse
Uber die genauen Strukturen der HOEPS zum Verstandnis der Produktspezifitdt 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 Uber 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-verknlpften) HOEPS liegen. Hier ist neben der Analyse der Blocklénge ins-
besondere die Charakterisierung der durch endo-Mutanase und endo-Levanase freigesetzten
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Oligosaccharide aussichtsreich. Darlber hinaus sollten die kristallahnlichen Bereiche in
wasserunldslichen Glucanen und ihre Auswirkungen auf Enzymzuganglichkeit und physiko-
chemische Eigenschaften weiter untersucht werden.

HoEPS haben aufgrund ihrer vielfaltigen, steuerbaren Strukturen, aber auch aufgrund ihrer
vergleichsweise einfachen Synthese durch ein Enzym (Sucrasen) aus einem einzigen, gut
verfigbaren Substrat (Saccharose) hohes Potential flr viele industrielle Anwendungen. Vor
allem eine mdgliche in situ Bildung macht sie auch in der Lebensmittelherstellung attraktiv. Aus
diesen Griinden lohnt es sich, ihre Synthese, die vorliegenden Strukturen und die gezielte
Strukturmodifikation weiter zu erforschen. Beispielsweise kdnnen Sucrasen durch bio-
engineering hinsichtlich Stabilitdt und Produktspezifitat optimiert werden, wenn die Einfllisse
der Reaktionsbedingungen und Enzymstrukturen auf die HoOEPS-Strukturen verstanden sind.
Modifikationen der HoEPS kénnen spezifisch durch Hydrolasen oder branching-Sucrasen
erfolgen, allerdings sind branching-Sucrasen und debranching-Enzyme fur 1,3-verknipfte
Glucane und Fructane noch unbekannt. In diesem Zusammenhang zeigen die Ergebnisse
dieser Arbeit analytische Mdéglichkeiten auf und liefern flr vielfaltige HoEPS Grundlagen zur
Untersuchung ihrer Struktur-Eigenschaftsbeziehungen.
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5 Zusammenfassung

Von Milch- und Essigsaurebakterien gebildete Homoexopolysaccharide (HOEPS) sind in
verschiedenen Bereichen, beispielsweise in der Zahnplaque oder fermentierten Lebensmitteln,
relevant. Fur einen gezielten Einsatz in technischen Anwendungen oder in Lebensmitteln und
fur ihre Vermeidung in der Zahnplaque ist das Wissen iber ihre molekulare Struktur und deren
Zusammenhang mit den physikochemischen Eigenschaften essentiell. Bis heute sind haupt-
sachlich die grundlegenden Strukturen der HOEPS (a-Glucane und B-Fructane) bekannt und
Feinstrukturen wurden selten betrachtet. Dies ist unter anderem in analytischen Heraus-
forderungen begriindet, 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
wasserldslichen HOEPS erwiesen sich bei wasserunléslichen a-Glucanen Ultraschall-
behandlungen fiir eine vollstandige Methylierung als wichtig. Daneben benétigten a-Glucane
harschere Hydrolysebedingungen (2 M Trifluoressigsaure, 121 °C fir 60/90 min) als B-Fruc-
tane (1 M Trifluoressigsaure, 70 °C flr 30 min). Eine Mischung aus wasserldslichen a-Glucanen
und B-Fructanen kann zur Bestimmung der glycosidischen Bindungen der einzelnen HoEPS
ohne Auftrennung verwendet werden, wenn zwei Aufarbeitungen mit jeweils optimalen Hydro-
lysebedingungen durchgefiihrt 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 Hochleistungsgrofienausschlusschromatographie gekoppelt mit
Brechungsindexdetektor untersucht.

Zur Untersuchung wasserunléslicher Glucane wurden funf Glucansucrasen (GS) von
Streptococcus-Bakterien rekombinant hergestellt und zur enzymatischen Glucansynthese
eingesetzt. Neben linearen 1,6-verknlpften Dextranen und Glucanen mit einem ausschlief3lich
1,3-verknupften, schwach verzweigten Ruckgrat wurden gemischt-verknupfte Glucane
erhalten. Die Glucane zweier GS waren 1,3-, 1,6- und 1,3,6-verknlpft und wiesen unter-
schiedliche Molekulgréfenverteilungen und Feinstrukturen auf, was die Analysen der Produkte
aus endo-Dextranase- und endo-Mutanase-Hydrolysen verdeutlichten. Die Glucane der flinften
GS enthielten 1,3-, 1,4- und 1,6-Verknipfungen und hatten damit eine fir Streptococcus
salivarius-Glucane bisher nicht beschriebene Struktur. Mit Hilfe der endo-Mutanase-Hydrolyse
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konnte gezeigt werden, dass die 1,3-verknupften Abschnitte im Vergleich zu denen der
anderen untersuchten Glucane abweichende Feinstrukturen aufwiesen. Zur Analyse
geordneter Strukturen in den Glucanen kamen Rontgendiffraktion und C magic angle
spinning NMR-Spektroskopie zum Einsatz. Fir die 1,3-verknlpften sowie 1,3- und 1,6-
verkniipften Glucane wurden starre, kristallahnliche 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 kristallahnlichen Bereichen
in von Streptococcus-GS produzierten gemischt-verknipften Glucanen und es existierten
bisher keine Einblicke in die Verteilung der glycosidischen Bindungen von gemischt-
verknipften Glucanen in ihren starren, kristallahnlichen oder beweglichen Bereichen.

Die HoEPS von sieben Milchsaurebakterienstiammen der Gattungen Leuconostoc und
Liquorilactobacillus wurden fermentativ synthetisiert und wasserunlésliche sowie -lésliche
HoEPS getrennt aufgereinigt und analysiert. Die relativen und absoluten Ausbeuten an
wasserunloslichen und -loslichen HoEPS der einzelnen Stamme variierten, wobei die wasser-
I6slichen HOEPS zu unterschiedlichen Anteilen aus Glucanen und Fructanen bestanden. Die
entstandenen wasserunldslichen Glucane hatten copolymerartige Strukturen mit 1,3- und 1,6-
verknipften Abschnitten, die jeweils durch 1,3,6-Glucopyranose-Einheiten verzweigt waren.
Der Anteil an haufig mit Wasserunléslichkeit in Verbindung gebrachten 1,3-Verknipfungen
variierte von 5 - 40 %. Die wasserl6slichen Glucane waren hauptsachlich 1,6-verkntpft und
hatten ahnliche Strukturen, die mit bekannten Strukturen Ubereinstimmten. Die Glucane
besalien ungewohnlich breite MolekiilgréZenverteilungen. Bei den Fructanen handelte es sich
um teilweise stark verzweigte Levane (Verzweigungsgrade 7 - 24 %) mit hohen Molekular-
gewichten. Durch endo-Levanase wurden verschiedene gemischt-verknipfte Oligosaccharide
freigesetzt.

In dieser Arbeit wurden weitere Fructane ndher untersucht. Die von einer Inulosucrase
synthetisierten Inuline wiesen Verzweigungen und eine breite MolekulgréRenverteilung auf.
Ungewodhnliche Fructane mit sowohl 2,1- als auch 2,6-Verknilpfungen und Verzweigungen
durch 2,1,6-Fructofuranose-Einheiten besalen ebenfalls hohe Molekulargewichte und wurden
fermentativ von Bombella bzw. Enzymen der Glycoside Hydrolase Familie 32 dieser Essig-
saurebakterien produziert.

Insgesamt unterstreichen die beschriebenen Ergebnisse die Vielfalt der molekularen Struk-
turen von bakteriellen a-Glucanen und B-Fructanen und verdeutlichen, dass die Kombination
angepasster Analysemethoden detaillierte Strukturinformationen liefert. Dementsprechend
wurde ein Grundstein fur die Ermittlung von Struktur-Wirkungsbeziehungen gelegt, die fiir eine
Anwendung der verschiedenen HoEPS von grof3er Bedeutung sind.
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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, a-glucans and B-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 "*C 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 a-glucans and
B-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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Homoexopolysaccharides (HoEPS) such as a-glucans and p-fructans are synthesized by lactic and acetic acid
Permethylated polysaccharides bacteria. Methylation analysis is an important and well-established tool for the structural analysis of these
Levan polysaccharides, however, multiple steps are required for polysaccharide derivatization. Because ultrasonication
?Ael)t::el during methylation and the conditions during acid hydrolysis may influence the results, we investigated their

role in the analysis of selected bacterial HOEPS. The results reveal that ultrasonication is crucial for water
insoluble a-glucan to swell/disperse and deprotonate prior to methylation whereas it is not necessary for water
soluble HoEPS (dextran and levan). Complete hydrolysis of permethylated a-glucans requires 2 M trifluoroacetic
acid (TFA) for 60/90 min at 121 °C while levan is hydrolyzed in 1 M TFA for 30 min at 70 °C. Nevertheless, levan
was also detectable after hydrolysis in 2 M TFA at 121 °C. Thus, these conditions can be used to analyze a levan/
dextran mixture. However, size exclusion chromatography of permethylated and hydrolyzed levan showed

Size exclusion chromatography
Trifluoroacetic acid

degradation and condensation reactions at harsher hydrolysis conditions. Application of reductive hydrolysis
with 4-methylmorpholine-borane and TFA did not lead to improved results. Overall, our results demonstrate that
conditions used for methylation analysis have to be adjusted for the analysis of different bacterial HOEPS.

1. Introduction HOEPS, it is important to elucidate their molecular structure.

One part of a complete polysaccharide characterization is the ex-

The most important bacterial homoexopolysaccharides (HoEPS) are
a-glucans and B-fructans which are enzymatically synthesized by glu-
cansucrases and fructansucrases from sucrose (Leemhuis et al., 2013;
Meng et al., 2016; van Hijum et al., 2006; Xu et al., 2019). The most
common o-glucan is dextran, which is composed of a backbone of 1,6-
linked p-glucopyranoses (Glcp) with ramifications at different posi-
tions (Monsan et al., 2001; Zannini et al., 2016). Usually dextran is
water soluble, however, completely linear a-1,6-linked glucan is water
insoluble (Padmanabhan et al., 2003; Pittrof et al., 2021). Furthermore,
glucans containing sequences of a-1,3-linked Glcp, so-called mutans, are
also found to be water insoluble (Coté & Leathers, 2009). B-p-Fructans
are mostly water soluble and classified into levan (2,6-linked fructo-
furanoses (Fruf)) and inulin (1,2-linked Fruf) (Zannini et al., 2016).
Levan and inulin may also be branched at position O1 or position 06,
respectively. To understand the physicochemical properties of bacterial

amination of glycosidic linkages by using methylation analysis, which is
based on the analysis of partially methylated alditol acetates (PMAAs)
by gas chromatography (GC). Polysaccharides are converted into
PMAAs by methylation, hydrolysis, reduction with concomitant deute-
rium labelling of the anomeric carbon atoms, and acetylation. Methyl-
ation analysis has its origins in the alkylation procedures of Purdie and
Irvine (1903) and Haworth (1915), which were improved by Hakamori
(1964) and optimized by Ciucanu and Kerek (1984) in terms of higher
permethylation yields. Identification of PMAAs by mass spectrometry
(MS) after GC separation was introduced by Bjorndal et al. (1967) and a
one-tube derivatization procedure was developed by Harris et al.
(1984). Today, methylation analysis is still a valuable method for the
identification and semiquantitative determination of glycosidic linkages
(Pettolino et al., 2012; Sims et al., 2018).

A complete permethylation of the analyzed polysaccharides is a

Abbreviations: HoEPS, homoexopolysaccharides; PMAA, partially methylated alditol acetate; DMSO, dimethyl sulfoxide; TFA, trifluoroacetic acid; MMB, 4-
methylmorpholine-borane; RI, refractive index; UV, ultraviolet; HPSEC, high performance size exclusion chromatography; Fruf, fructofuranose; Glep, glucopyranose;
MS, mass spectrometry; GC, gas chromatography; FID, flame ionization detector; HPLC, high performance liquid chromatography..
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crucial step to obtain meaningful results. Available methylation pro-
cedures are diverse and depend on the type of polysaccharide (Ciucanu,
2006; Hanisch, 1994; Jay, 1996). Methylation according to Ciucanu and
Kerek (1984) is most commonly used for uncharged polysaccharides.
This procedure involves the addition of powdered NaOH) and methyl
iodide to a solution of the polysaccharide sample in DMSO. To overcome
carbohydrate oxidation during methylation, treatment of the poly-
saccharide with NaOH() prior to addition of methyl iodide is important
(Needs & Selvendran, 1993). Many authors use ultrasonic treatment for
better swelling/dissolution of the polysaccharide and better dispersion
of NaOH(g) in DMSO (Fels et al., 2018; Needs & Selvendran, 1993; Nunes
& Coimbra, 2001; Pettolino et al., 2012; Wangpaiboon et al., 2020).
Unfortunately, ultrasonication is also known to induce polysaccharide
degradation and a concomitant decrease of molecular weight (Basedow
& Ebert, 1975; Cui & Zhu, 2021; Huang et al., 2015; Kardos & Luche,
2001).

Another critical step in methylation analysis is acid hydrolysis of the
extracted and dried permethylated polysaccharides. Several protocols
for cleavage of permethylated polysaccharide into partially methylated
monosaccharides exist, amongst others formolysis, reductive hydrolysis,
and hydrolysis in sulfuric acid or trifluoroacetic acid (TFA) (Hanisch,
1994; Jay, 1996). Hydrolysis in diluted TFA is widely used, because it
offers an important practical advantage: TFA can be removed by evap-
oration prior to reduction with NaBD4 which requires alkaline condi-
tions (Biermann, 1988; Pettolino et al., 2012). By using 1-
methylimidazole as a catalyst, the subsequent acetylation of the
partially methylated alditols can then be achieved without additional
transfer or evaporation steps (Blakeney et al., 1983). Polysaccharide
hydrolysis is supposed to cleave all glycosidic linkages without degra-
dation of the liberated monosaccharides. However, the rates of hydro-
lysis and degradation depend on the type of ring form (pyranose or
furanose) as well as the type of glycosidic linkages (e.g. a- or p-glycosidic
linkages). Thus, optimal conditions for hydrolysis vary depending on the
polysaccharide.

For bacterial HoEPS, different hydrolysis procedures are described in
the literature. Permethylated fructans were hydrolyzed with 1 M TFA for
30 min at 70 °C or 2 M TFA for 30 min at 60 °C (Carpita et al., 1991;
Pollock et al., 1979) whereas permethylated glucans were hydrolyzed in
2 M TFA for 1,5-2h at 121 °C, in 2 M TFA for 1 h at 125 °C or 2,5 M TFA
for 4 h at 100 °C (Fels et al., 2018; Kralj et al., 2004; Maina et al., 2011;
Wangpaiboon et al., 2018). An alternative procedure for the hydrolysis
of labile monosaccharides is reductive acid hydrolysis, which can be
achieved by the addition of a reducing agent such as 4-methylmorpho-
line-borane (MMB) to TFA hydrolysis (Garegg et al., 1988; Stevenson
& Furneaux, 1991).

Based on the above considerations, we hypothesized that the results
obtained from methylation analysis of bacterial HOEPS depend on the
conditions used during derivatization. However, a systematic investi-
gation of the influence of different sonication and hydrolysis procedures
has not been conducted yet. Therefore, we applied different experi-
mental conditions for methylation analysis of selected bacterial HOEPS
and evaluated which conditions are suitable for their analysis.

2. Experimental
2.1. Materials

Levan was produced by fermentation of a sucrose solution with
Gluconobacter albidus TMW 2.1191 and isolated as described by Hund-
schell et al. (2020). Water insoluble glucan was synthesized by glu-
cansucrase Lc1215 from Leuconostoc citreum TMW 2.1194 (Miinkel
et al., 2019). Dextran was produced by dextransucrase from Limosi-
lactobacillus reuteri TMW 1.106 (Miinkel et al., 2020). The 50:50 (w/w)-
mixture of levan and dextran was obtained by solubilizing 10 mg of each
polysaccharide in ultrapure water, mixing and subsequent lyophiliza-
tion. If not stated otherwise, all chemicals used were of “p.a.” grade or
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better and were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck
(Darmstadt, Germany), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA)
and Griissing GmbH (Filsum, Germany).

2.2. Methylation analysis

The basic protocol for methylation analysis was based on the
methylation procedure described by Ciucanu and Kerek (1984), whereas
hydrolysis, reduction, and acetylation were based on the procedures
described by Albersheim et al. (1967); Carpita et al. (1991) and Blake-
ney et al. (1983). The procedure was slightly modified as described
previously (Fels et al., 2018; Nunes & Coimbra, 2001) and carried out in
glass culture tubes with PTFE lined screw caps. Unless stated otherwise,
all steps and incubations were carried out under air. About 1 mg of each
sample was swollen in 2 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO) overnight and
subsequently sonicated for 30 min (sonication 1) in an ultrasonic bath
(35 kHz, 80 W; Sonorex RK 100H, Brandelin, Berlin, Germany). Ice
cubes were occasionally added to the ultrasonic bath to avoid warming
of the samples. After sonication, approximately 100 mg of dry NaOH)
were freshly ground under argon atmosphere and added to the sample
solutions/suspensions. Samples were sonicated for 90 min (sonication 2)
as described above and subsequently incubated at room temperature for
90 min. Methylation was performed by adding 1 mL of methyl iodide.
The reaction mixture was sonicated in the ultrasonic bath for 30 min
(sonication 3) and subsequently incubated at room temperature for 30
min. Permethylated polysaccharides were extracted by adding 3 mL of
dichloromethane and 5 mL of 0.1 M sodium thiosulfate. The organic
layer was washed twice with ultrapure water. The solvent was evapo-
rated and the samples were dried in a vacuum oven at 40 °C overnight.
To ensure complete methylation, the methylation procedure was
repeated once. The permethylated polysaccharides were hydrolyzed by
adding 2 mL of 2 M TFA for 90 min at 121 °C (glucans) and 1 M TFA for
30 min at 70 °C (levan). TFA was removed by evaporation at 60 °C and
20 mg NaBD4 in 2 M aqueous NH3 (0.3 mL) were added to the residue.
The sample was incubated at room temperature for 1 h. Subsequently,
the reaction was stopped by adding glacial acetic acid (0.1 mL). For
acetylation 3 mL of acetic anhydride and 450 pL of 1-methylimidazole
were added under ice-cooling and samples were incubated for 30 min
at room temperature. After addition of 3 mL of ultrapure water, PMAAs
were extracted into 5 mL of dichloromethane and washed three times
with ultrapure water. Residual water was removed by freezing at —20 °C
overnight and the organic phase was analyzed as described in Section
2.4.

This standard protocol was varied regarding the ultrasonic treat-
ments and hydrolysis conditions. Different combinations of the three
ultrasonic treatments shown in Fig. 1 were used. Either all three soni-
cations were applied or sonications 1 and 2, sonication 2, sonication 3 or

Sample swelling/dissolution in DMSO (ultrasonication 1, 30 min)

4

Addition of NaOH_, (ultrasonication 2, 90 min)

Addition of iodomethane (ultrasonication 3, 30 min)

{

TFA hydrolysis

Reduction, acetylation

{

GC-FID/MS analysis

Fig. 1. Schematic derivatization protocol for methylation analysis. Parameters
which were varied in this study are marked in gray. DMSO: dimethyl sulfoxide,
TFA: trifluoroacetic acid, GC: gas chromatography, FID: flame ionization de-
tector, MS: mass spectrometry.
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all sonications steps were omitted. When sonication 1 was omitted,
samples were vigorously shaken at about 3000 rpm. When sonication 2
of the sample was replaced, freshly ground NaOH(s) was added to 1 mL
of DMSO in a separate tube and sonicated for 90 min. The obtained
slurry was added to the sample which was dissolved/swollen in 1 mL
instead of 2 mL of DMSO. Afterwards the sample with added NaOH
dispersion was incubated at room temperature for 90 min. Sonication 3
was replaced by incubating at room temperature for the same duration.
To investigate the influence of different hydrolysis conditions, TFA
concentration, duration and temperature were varied: 1 M TFA was used
at 70 °C for 30 min or at 121 °C for 90 min; 2 M TFA was used at 121 °C
for 60 or 90 min; 3 M TFA at 121 °C for 90 min was solely used to hy-
drolyze the mixture of dextran and levan. All analyses were performed in
duplicate.

2.3. Reductive hydrolysis of levan

Samples were methylated as described in the initial protocol and
reductively hydrolyzed according to Stevenson and Furneaux (1991): A
80 mg/mL solution of MMB in ultrapure water was freshly prepared (the
solution was heated to 50 °C to dissolve MMB). Subsequently, 50 pL of
MMB solution and 0.2 mL of TFA were added to the dry methylated
polysaccharides. The concentration of the added TFA solution was
varied to achieve different final concentrations (0.5 and 1 M TFA). The
samples were heated for 5 min to 70 °C or 80 °C (depending on the
subsequent hydrolysis at 70 °C or 121 °C, respectively). After cooling to
room temperature another 50 pL of MMB solution were added and
samples were hydrolyzed for 30 or 60 min at 70 °C or for 90 min at
121 °C. Samples were cooled to room temperature and 100 pL of MMB
solution were added. The solvent was removed by evaporation at 50 °C
and 150 pL of 2 M NHj followed by NaBD,4 (20 mg in 0.3 mL 2 M NHj)
were added to ensure complete reduction. After incubating the samples
for 1 h at room temperature, acetylation and PMAA extraction were
performed as described in Section 2.2.

2.4. Gas chromatographic analysis

PMAAs in dichloromethane were analyzed by GC-MS and GC-FID.
GC-MS (HP6890 + 5973, Agilent, Santa Clara, CA, USA) equipped
with a VF5-MS column (30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 pm,
Agilent) with helium as carrier gas (constant flow at 1 mL/min) was
used. Injector temperature was 220 °C and splitless injection was used.
The following temperature program was applied: 80 °C held for 2 min;
increased with 10 °C/min to 220 °C, held for 25 min; ramped at 40 °C/
min to 260 °C, held for 5 min. The transfer line was held at 270 °C and
mass spectra were recorded at 70 eV electron impact in full scan. GC
(HP5890, Agilent) coupled to FID (HP5850, Agilent) was run under the
same conditions as described for GC-MS except that the initial oven
temperature was 140 °C (for 1 min). FID temperature was 240 °C.
Identification of the PMAAs was based on their characteristic fragmen-
tation patterns, which were interpreted by comparison to literature data
(Carpita et al., 1989; CCRC — Complex Carbohydrate Research Center,
2022; Sassaki et al., 2005; Sassaki & Souza, 2013). Relative quantifi-
cation of the PMAAs was carried out by using the molar response factors
described by Sweet et al. (1975).

2.5. High performance size exclusion chromatography of methylated and
hydrolyzed levan

Levan and fructose were methylated as described in Section 2.2 with
three sonications. Hydrolysis was carried out by using different TFA-
concentrations, durations, and temperatures (1 M TFA at 70 °C for 10,
20 and 30 min as well as 2 M TFA at 121 °C for 30, 60 and 90 min).
Subsequently, samples were cooled on ice, evaporated and washed with
500 pL of ethanol twice. The washed samples were dried overnight at
40 °C in a vacuum oven, 500 pL of DMSO were added, and samples were
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shaken overnight at room temperature. The dissolved samples, as well as
untreated fructose and levan were analyzed by high performance size
exclusion chromatography coupled to ultraviolet and refractive index
detection (HPSEC-UV-RI). An Agilent 1100 Series HPLC with variable
wavelength detector (G1316A) and refractive index detector (1260 In-
finity II) equipped with an DMSO-Phil-P-150 column (300 x 8 mm, 10
pm, AppliChrom, Oranienburg, Germany) was used. DMSO was used as
eluent at a flow rate of 0.2 mL/min and column temperature was 75 °C.
The RI detector was operated at 35 °C and UV detection was carried out
at 420 nm.

3. Results and discussion

As described above, we assumed that ultrasonication and hydrolysis
conditions can influence the results obtained from methylation analysis
of bacterial HoEPS. To prove this hypothesis, we used three model
HoEPS: A water insoluble a-glucan (produced by a recombinant glu-
cansucrase from Leuconostoc citreum), a water soluble dextran (produced
by a recombinant glucansucrase from Limosilactobacillus reuteri), and a
water soluble levan (produced by fermentation with Gluconobacter
albidus). These polysaccharides were chosen because they are repre-
sentative for the types of HoEPS formed by lactic and acetic acid bac-
teria. During methylation analysis, ultrasonication could result in a
reduction of molecular weight which would lead to higher portions of
terminal units. Thus, we investigated whether an elimination of
different ultrasonic treatments results in lower portions of terminal
units. Furthermore, appropriate hydrolysis conditions are crucial for
correct results: They should result in a complete hydrolysis of the
polysaccharides with as little concomitant degradation of liberated
monosaccharide units as possible. Therefore, we applied harsh condi-
tions (2 M TFA, 121 °C for 60 and 90 min) which are usually used for all
kinds of polysaccharides as well as 1 M TFA at 121 °C for 90 min and
mild conditions (1 M TFA, 70 °C for 30 min) which are commonly used
for fructans to elucidate how individual conditions influence repro-
ducibility, portions of glycosidic linkages, and the ratio between ter-
minal and branched units. The latter is usually expected to be around 1
and higher portions of terminal than branched units indicate an over-
estimation (Lindberg et al., 1973; Sims et al., 2018). However, higher
portions of terminal units can also result from low molecular weight
compounds in the polysaccharide samples or from variations in PMAA
stability.

3.1. Ultrasonication

To evaluate the influence of sonication, we applied different com-
binations of the three ultrasonic treatments shown in Fig. 1 in methyl-
ation analysis of the three model HoEPS. The results are shown in Fig. 2
and will be discussed in the following sections.

3.1.1. Water insoluble glucan and dextran

Application of the standard protocol (three ultrasonic treatments)
demonstrated that the water insoluble glucan used is composed of 60 %
1,6- and 24 % 1,3-linked Glcp. Terminal units account for 13 % and
branched units (1,3,6-linked) for 3 %. This high portion of terminal units
is most likely due to residual sucrose and/or low molecular weight
glucans (Miinkel et al., 2019). When different ultrasonication treatments
were applied, the portions of the glycosidic linkages clearly varied.
Notably, all samples which were derivatized without the second soni-
cation treatment, show higher portions of terminal glucose units.
Because the portions of branched units remained unaltered, these results
indicated an overestimation of terminal units. The higher portion of
terminal units may result from the fact that the low molecular weight
compounds present in the sample are easily solubilized without soni-
cation whereas the insoluble glucan is not. Therefore, application of the
second ultrasonic treatment seems to be necessary for reliable results.
Furthermore, the results suggest that the last ultrasonic treatment which
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is applied after addition of methyl iodide can be left out to increase
reproducibility (compared to the standard protocol). Thus, dissolving
and swelling of the polysaccharides seems to be of greater importance
than mixing the suspension during the reaction with methyl iodide.

The results obtained for dextran by applying the standard protocol
show that this polysaccharide is mainly composed of 1,6-linkages.
Furthermore, 12 % of the monosaccharide units are 1,4,6-linked and a
slightly higher portion of terminal units (17 %) were detected besides
minor portions (<1 %) of 1,4- and 1,3,6-linked units. Applying different
combinations of the three ultrasonic treatments does not seem to have
an influence on the results. Neither portions of the PMAAs nor repro-
ducibility change. Thus, chain disruption of polysaccharides, which
would result in higher portions of terminal units, does not occur to a
significant extent.

3.1.2. Levan

As expected, the standard protocol demonstrated that levan is mainly
2,6-linked and has about 10 % terminal and 7 % 1,2,6-linked units. The
application of different ultrasonic treatments does not seem to have
significant influence on the results of methylation analysis. Notably, a
slightly better reproducibility is obtained by leaving out at least one of
the three ultrasonic treatments. However, our results suggest that

Carbohydrate Polymers 308 (2023) 120643

Fig. 2. Glycosidic linkages (mol-%) of levan (bot-
tom), dextran (center) and water insoluble glucan
(top) determined by methylation analysis. Ticks and
crosses indicate the application of ultrasonic treat-
ments 1, 2 and 3 (Fig. 1). All analyses were performed
in duplicate and mean values with half range un-
certainties are shown. Furthermore, schematic struc-
tures of the analyzed polysaccharides are shown. t:
terminal, Glep: glucopyranose, Fruf: fructofuranose,
Numbers indicate the position of substitution in the
monosaccharide unit.
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. 3 3 4
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ultrasonication is not a critical step for polysaccharides which are sol-
uble in water and DMSO.

3.2. Hydrolysis

To completely cleave (permethylated) polysaccharides to monomers,
appropriate hydrolysis conditions are crucial. Therefore, we used
different hydrolysis conditions during methylation analysis of water
insoluble glucan, dextran, and levan in the course of methylation anal-
ysis. The resulting portions of the glycosidic linkages are shown in Fig. 3.

3.2.1. Water insoluble glucan and dextran

The results clearly demonstrate that 2 M TFA is necessary to suffi-
ciently hydrolyze water insoluble glucan and dextran. Here, high por-
tions of terminal units were found after hydrolysis in 1 M TFA for 90 min
at 121 °C, whereas no PMAAs were detected after mild hydrolysis with 1
M TFA for 30 min at 70 °C. Thus, it can be hypothesized that terminal
units are most susceptible to hydrolysis. A kinetic study on the acid
hydrolysis of dextran also showed that small molecules are preferably
released, because glycosidic bonds near the ends of the polysaccharides
have a higher reactivity than those in the center (Basedow et al., 1978).
However, the increased portions of terminal units at mild hydrolysis
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Fig. 3. Glycosidic linkages (mol-%) of levan (bottom), dextran (center) and
water insoluble glucan (top) determined by methylation analysis. The appli-
cation of different TFA concentrations (M), durations (min), and temperatures
(°C) during hydrolysis is indicated below the bars. All analyses were performed
in duplicate and mean values with half range uncertainties are shown. t: ter-
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conditions may also result from the hydrolysis of low molecular weight
compounds.

When 2 M TFA was used, a higher portion of 1,3-linkages is observed
in water insoluble glucan after 90 min instead of 60 min. This could be
explained by a higher resistance of 1,3-linkages compared to 1,6-link-
ages, but this remains speculation at this point. For dextran, the appli-
cation of 2 M TFA yields almost the same portions of glycosidic linkages
for both durations of hydrolysis which indicates that degradation of the
liberated partially methylated alditol acetates does not influence the
results.

3.2.2. Levan

Because their glycosidic bonds are less stable, fructans are usually
hydrolyzed by using milder conditions to avoid destruction of liberated
fructose units (Biermann, 1988; Carpita et al., 1991). However, in
expectation of glucose residues in inulin or levan, harsher conditions, e.
g. 2 M TFA for 2 h at 110 °C, are sometimes used (Zhang et al., 2013). In
our study, portions of the glycosidic linkages and reproducibility
remained unchanged after application of 1 M TFA for 30 min at 70 °C or
90 min at 121 °C. However, increasing the TFA concentration to 2 M
caused increased portions of branched units which were even higher
than the portions of terminal fructose units. This ratio cannot result from
the polysaccharide structure (every ramification needs to end with a
terminal unit), thus, our results show that the PMAAs representing ter-
minal fructose units are lost when harsh hydrolysis conditions are
applied. This could result from a preferred hydrolysis (also indicated by
our results for glucans) and a subsequent degradation of the liberated
partially methylated monosaccharides. This assumption is supported by
the detection of additional peaks in the GC chromatogram after hydro-
lysis with 2 M TFA for 90 min at 121 °C (and by the results reported in
the following section). However, to obtain information about the poly-
saccharide structure, the ratio between 2,6-Fruf and 1,2,6-Fruf is more
important than the portion of terminal units. Because it is unclear
whether the levan backbone is completely hydrolyzed with 1 M or 2 M
TFA, we analyzed methylated and hydrolyzed levan by HPSEC-UV-RL

3.2.2.1. HPSEC-UV-RI of methylated and hydrolyzed levan. To analyze
the degree of hydrolysis and degradation reactions, levan was methyl-
ated and hydrolyzed by using 1 M TFA at 70 °C (for 10 min, 20 min and
30 min) and 2 M TFA at 121 °C (for 30 min, 60 min and 90 min).
Furthermore, fructose was methylated and treated with 1 M TFA at 70 °C
for 30 min to gain information about the elution pattern derived from
degradation of methylated fructose. Untreated fructose and levan were
analyzed as elution time standards.

The samples were optically different when dissolved in DMSO for
HPSEC analysis: Solutions were colorless after mild hydrolysis with 1 M
TFA at 70 °C, whereas beige to brown solutions were obtained when TFA
concentration, duration, and temperature increased. Therefore, UV
detection was used to specifically detect chromophoric reaction prod-
ucts besides the universal RI detection. It was expected that incomplete
hydrolysis leads to residual early-eluting high molecular weight com-
pounds whereas complete hydrolysis leads to later-eluting low molec-
ular weight compounds.

The results of the HPSEC-UV-RI analysis are shown in Fig. 4. Meth-
ylated, acid-treated fructose yielded a rather broad RI elution pattern at
a similar retention volume than untreated fructose. As expected for
hydrolyzed polysaccharides, all samples contained compounds eluting
at this volume while early eluting compounds were absent or of low
abundance. Although slight variations can be seen in the intensity of the
earlier-eluting peaks, these results indicate that the high molecular
weight part of levan is hydrolyzed in all samples.

However, although it was expected that increases in TFA concen-
tration, duration, and temperature lead to reduced/increased intensities
for the polysaccharide/monosaccharide peaks in the RI elugrams,
harsher hydrolysis conditions (2 M TFA and 121 °C) led to a higher
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Fig. 4. HPSEC-UV-RI elugrams of levan and fructose (not methylated and hy-
drolyzed) and of methylated fructose and methylated levan after different hy-
drolysis procedures (TFA concentration, duration and temperature). UV
detection was carried out at 420 nm. RI: refractive index, UV: ultraviolet, TFA:
trifluoroacetic acid.

portion of polymeric material. This suggests the occurrence of a poly-
merization reaction. The UV elugrams at 420 nm confirmed that its
products are responsible for the brown color observed when dissolving
the samples. Furthermore, significant portions of these chromophoric
compounds can be detected in all levan samples hydrolyzed with 2 M
TFA at 121 °C, although the peak intensity increases with the incubation
time. In contrast, levan samples hydrolyzed at mild conditions contain
clearly less of these UV-absorbing products than those hydrolyzed at
harsh conditions. Notably, some high molecular weight products are
also observed after methylation of fructose and subsequent treatment
with 1 M TFA for 30 min at 70 °C (RI and UV signal). This demonstrates
that the formation of these compounds is not specific for harsh condi-
tions, but for the exposure of (partially) methylated monosaccharides to
acid and high temperatures. The formation of UV-absorbing, polymeric
compounds is most likely the result of condensation and dehydration
(Kent, 1953; Krol, 1978; Silberman, 1961). However, reaction products
of methylated fructans/methylated fructose in acidic environments have
not been described in the literature yet. Therefore, the polymerization
reaction occurring during TFA hydrolysis of methylated levan could be
subject of future research.

Our results confirm that levan is effectively hydrolyzed by the acid
treatments used and that partially methylated fructose which is liber-
ated during hydrolysis contributes to the formation of high molecular
weight products. Therefore, these compounds cannot be avoided during
acid hydrolysis. Hydrolysis with 1 M TFA at 70 °C for 20 or 30 min is
well suited for levan analysis, because only low amounts of polymeric
material were detected by RI and UV. An approach to avoid decompo-
sition of liberated partially methylated monosaccharides could be to
hydrolyze under reductive conditions. This approach is supposed to
reduce liberated partially methylated monosaccharides to their corre-
sponding alditols which are more stable in the acidic environment. To
evaluate if this approach yields improved results for methylated levan,
we used the reductive hydrolysis procedure described by Stevenson and
Furneaux (1991).

XXX
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3.2.2.2. Reductive hydrolysis in methylation analysis of levan. The for-
mation of polymeric products could be hindered by immediate reduction
of the anomeric carbon of liberated permethylated fructose which re-
sults in a stabilization. Therefore, this approach could also reduce
overestimation of branched units after hydrolysis with 2 M TFA.
Reduction during acid hydrolysis in situ can be achieved by MMB
(Garegg et al., 1988; Stevenson & Furneaux, 1991). Based on the pre-
viously described protocol, different conditions were selected for
reductive hydrolysis of levan (0.5 M final TFA concentration at 70 °C for
30 and 60 min and at 121 °C for 90 min as well as 1 M final TFA con-
centration at 70 °C for 30 and 60 min). However, initial experiments
showed that the MMB treatments applied did not result in a complete
reduction of partially methylated monosaccharides. Therefore, the hy-
drolyzed samples were subsequently treated with NaBD,4 to achieve
complete reduction. By using this approach, deuteration can be used to
differentiate between PMAAs resulting from MMB reduction and those
reduced by NaBDy. The results obtained from the application of reduc-
tive hydrolysis with subsequent NaBD,4 reduction are shown in Fig. 5.
After hydrolysis with 0.5 M TFA for 30 min at 70 °C, a clearly
elevated portion of terminal units is observed which is most likely the
result of incomplete hydrolysis. Hydrolysis of levan with 0.5 M TFA for
60 min at 70 °C resulted in portions of glycosidic linkages similar to
those obtained with 1 M TFA for 30 min at 70 °C without using MMB
(Fig. 3). In contrast, samples hydrolyzed with 1 M TFA for 30 or 60 min
at 70 °C and with 0.5 M TFA for 90 min at 121 °C show higher portions
for branched than for terminal units. These results suggest that reductive
hydrolysis does not stabilize liberated terminal units sufficiently when
harsher conditions are used. This observation is supported by the high
portion of monosaccharides which are reduced by deuteride and not by
MMB (Fig. S1). The low degree of MMB reduction could be the result of
degradation of MMB in aqueous acid and/or of the reduction potential of
MMB being too weak for partially methylated fructose (Stevenson &
Furneaux, 1991). However, Garegg et al. (1988) reported that reduction
of fructose was complete during hydrolysis of sucrose in 0.5 M TFA with
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Fig. 5. Glycosidic linkages (mol-%) of levan determined by methylation anal-
ysis. The application of different TFA concentrations (M), durations (min), and
temperatures (°C) during reductive hydrolysis with MMB (4-methylmorpholine-
borane) is indicated below the bars. All analyses were performed in duplicate
and mean values with half range uncertainties are shown. t: terminal, Fruf:
fructofuranose, Numbers indicate the position of substitution in the mono-
saccharide unit.
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MMB for 15 h at room temperature whereas glucose reduction was
incomplete. Besides factors such as monosaccharide identity, tempera-
ture, and acid concentration (Garegg et al., 1988), permethylation is
likely to influence reductions with MMB. Overall, application of
reductive hydrolysis is not improving results in methylation analysis of
levan under the conditions used.

3.2.3. Methylation analysis of a mixture of levan and dextran

Mixtures of dextrans and fructans may occur in exopolysaccharide
isolates from some lactic acid bacteria. This complicates structural
analysis because the polysaccharides require different conditions during
acid hydrolysis, as seen in Sections 3.2.1 and 3.2.2. Separation of
dextran and fructan would be an option, however, this step is quite
work-intensive. Therefore, we analyzed a 50:50 (w/w)-mixture of levan
and dextran by using methylation analysis with different hydrolysis
conditions. With this approach we aimed to evaluate if the same results
are obtained in the presence of another polysaccharide and if the
glycosidic linkage portions resemble the overall monosaccharide
composition of the mixture. Methylation analysis was performed by
using 1 M TFA for 30 min at 70 °C and for 90 min at 121 °C as wellas 2 M
TFA at 121 °C for 60 and 90 min and 3 M TFA at 121 °C for 90 min. The
comparably mild hydrolysis with 1 M TFA proved to be suitable for
levan analysis (Section 3.2.2) whereas the application of 2 M TFA at
121 °C for 60/90 min was suitable for dextran (Section 3.2.1). The harsh
hydrolysis conditions with 3 M TFA were applied to elucidate if glucan
can be determined without detection of levan PMAAs.

Fig. 6 shows the portions of PMAAs derived from dextran and levan
after methylation analysis of the mixture with different hydrolysis
conditions. As expected from our previous results, only PMAAs derived
from levan can be detected when mild hydrolysis conditions (1 M TFA,
30 min, 70 °C) are used. With increasing TFA concentration, duration,
and temperature, increasing amounts of dextran and decreasing
amounts of levan are found. At harsh conditions (2 and 3 M TFA, 90 min,
121 °C), dextrans are clearly predominant. However, low amounts of
levan PMAAs can still be detected, although harsh conditions also led to
the formation of detectable amounts of levan-derived degradation
products.

Consequently, even harsh hydrolysis conditions can be used to

100% - [ PMAAs of levan
I PMAASs of glucan
80%
60% |
40%
20%

1™ 1™ 2M 2M 3M

30 min 90 min
70°C 121°C

60 min
121°C

90 min
121°C

90 min
121°C

Fig. 6. Portions of the sum of partially methylated alditol acetates derived from
dextran (terminal, 1,4-, 1,6- and 1,4,6- linked glucopyranose) and levan (ter-
minal and 2,6-linked fructofuranose) after methylation analysis of a 50:50 (w/
w) mixture of the two polysaccharides. Portions of 1,2,6-fructofuranose and
1,3,6-glucospyranose were not incorporated due to ambiguous assignment
because of partial peak overlap. The application of different TFA concentrations
(M), durations (min) and temperatures (°C) is indicated below the bars.
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qualitatively assess fructans by methylation analysis which is in good
agreement with the literature. For example, van Geel-Schutten et al.
examined the exopolysaccharides of Limosilactobacillus reuteri LB121 by
using 2 M TFA for 2 h at 120 °C in methylation analysis. In combination
with monosaccharide analysis, they were able to identify levan and a
branched glucan simultaneously. However, the relative amounts of
glucan linkages were assessed semiquantitatively, whereas fructan was
only assessed qualitatively (van Geel-Schutten et al., 1999). Ravenscroft
et al. (2009) analyzed a fructan oligosaccharide with single glucosyl
units in the main chain by methylation analysis with varying hydrolysis
temperatures. The methylated oligosaccharides were hydrolyzed in 2 M
TFA for 40 min at 60, 100 and 125 °C prior to derivatization to alditol
acetates and GC-MS analysis. An increasing amount of glucose derived
PMAAs was detected with increasing temperature which is in good
agreement with our results.

To evaluate if the different hydrolysis procedures can be used for
semiquantitative analysis, the portions of the individual glycosidic
linkages were calculated for levan and dextran (Fig. 7). The results were
compared to the individually analyzed polysaccharides (Fig. 3).

Levan glycosidic linkage portions determined after analysis of the
mixture and hydrolysis with 1 M TFA at 70 °C for 30 min and at 121 °C
for 90 min, as well as with 2 M TFA for 60 min at 121 °C were com-
parable to those obtained for pure levan. However, an increased portion
of terminal units was observed, whereas 1,2,6-linked units were of lower
abundance. Thus, the presence of dextran may slightly impede fructan
hydrolysis. Nevertheless, results after hydrolysis with mild conditions
still yield valuable information on levan composition. Harsher condi-
tions (2 M TFA and 3 M TFA at 121 °C for 90 min) led to incorrect results
for levan especially due to a partial coelution of PMAAs derived from
1,2,6-Fruf and 1,3,6-Glcp. Nevertheless, levan can be unambiguously
identified after harsher hydrolysis conditions.

For dextran, comparable portions of glycosidic linkages are obtained
for the mixture and for the pure polysaccharide when 2 M TFA at 121 °C
is used for hydrolysis. Slight variations are observed when samples were
hydrolyzed for 60 min, whereas the application of 90 min yielded almost
identical portions of glycosidic linkages. Hydrolysis with 3 M TFA does
only have a minor influence on the portions of dextran PMAAs. After
milder hydrolysis conditions (1 M TFA, 121 °C for 90 min) terminal, 1,4-
linked and 1,4,6-linked units are overestimated and after 1 M TFA at
70 °C for 30 min no glucan derived PMAA was detectable. This is in good
agreement with the results described in Section 3.2.1. Thus, the presence
of fructan only has a minor influence on the hydrolysis of dextrans.

Overall, PMAAs derived from levan can be detected together with
PMAAs derived from glucan because levan is stable enough to yield
some PMAAs at high TFA concentrations, durations, and temperatures.
Although monosaccharide analysis after complete acid hydrolysis also
yields information about the polysaccharides in the sample, methylation
analysis additionally provides information about the linkage types of the
monosaccharides. Thus, this method also allows for conclusions on the
type of glucan or fructan. Nevertheless, monosaccharide analysis after
complete hydrolysis should be performed complementary to unambig-
uously identify glucose and fructose and to assess their portions. Semi-
quantitative analysis of linkage types in each polysaccharide can be
carried out by using appropriate hydrolysis conditions (2 M TFA, 60 min
at 121 °C). Alternatively, glycosidic linkages can be analyzed after
separation of the polysaccharides. This can for example be achieved by
selective enzymatic degradation with endo-dextranase or endo-levanase,
followed by dialysis of the sample.

4. Conclusion

Our results clearly confirm our hypothesis and demonstrate that
sonication and hydrolysis are critical steps in the derivatization pro-
cedure of methylation analysis of bacterial HOEPS. While dextran and
levan proved to be unaffected by ultrasonic treatments, sonication was
crucial for water insoluble glucans to swell and deprotonate the
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Fig. 7. Glycosidic linkages (mol-%) of levan and dextran determined by methylation analysis of the two pure polysaccharides (left two columns) or the 50:50 (w/w)-
mixture of both. Hydrolysis conditions TFA concentration (M), duration (min), and temperature (°C) are shown beneath the columns. The glycosidic linkage portions
of the pure polysaccharides obtained after the application of other hydrolysis conditions are shown in Fig. 3. Due to partial peak overlap of PMAAs derived from
1,2,6-Fruf and 1,3,6-Glcp the letter was not included, because its portion is only 1 % in pure dextran.

polysaccharides prior to methylation. However, avoiding the sonication
step after the addition of methyl iodide resulted in better reproduc-
ibility. Hydrolysis of glucans required 2 M TFA at 121 °C for complete
hydrolysis. As expected, methylated levan can be hydrolyzed at milder
conditions (1 M TFA, 70 °C, 30 min). Nevertheless, levan derived PMAAs
were also detected when 2 M TFA was used in combination with longer
heating times and higher temperature (121 °C), although branched units
(1,2,6-Fruf) were overestimated and harsh conditions led to the forma-
tion of polymeric condensation products. The identity of these com-
pounds remains unknown and should be investigated further. Reductive
hydrolysis conditions with MMB can also be used, but no advantages
arose from this procedure. When mixtures of levan and dextran are
analyzed, 2 M TFA, 60 min, and 121 °C can be used for simultaneous
identification of both polysaccharides in unknown HoEPS samples.
However, semiquantitative estimation of glycosidic linkages should
preferably be carried out by analyzing each polysaccharide separately.
Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.carbpol.2023.120643.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Water-insoluble a-glucans synthesized from sucrose by glucansucrases from Streptococcus spp. are essential in
Mutan dental plaque and caries formation. Because limited information is available on the fine structure of these bio-
Dextran polymers, we analyzed the structures of unmodified glucans produced by five recombinant Streptococcus (S.)
;I:IS)EGRI mutans DSM 20523 and S. salivarius DSM 20560 glucansucrases in detail. A combination of methylation analysis,

endo-dextranase and endo-mutanase hydrolyses, and HPSEC-RI was used. Furthermore, crystal-like regions were
analyzed by using XRD and '*C MAS NMR spectroscopy. Our results showed that the glucan structures were
highly diverse: Two glucans with 1,3- and 1,6-linkages were characterized in detail besides an almost exclusively
1,3-linked and a linear 1,6-linked glucan. Furthermore, one glucan contained 1,3-, 1,4-, and 1,6-linkages and
thus had an unusual, not yet described structure. It was demonstrated that the glucans had a varying structural
architecture by using partial enzymatic hydrolyses. Furthermore, crystal-like regions formed by 1,3-glucopyra-
nose units were observed for the two 1,3- and 1,6-linked glucans and the linear 1,3-linked glucan. 1,6-linked
regions were mobile and not involved in the crystal-like areas. Altogether, our results broaden the knowledge
of the structure of water-insoluble a-glucans from Streptococcus spp.

13C MAS NMR spectroscopy
Methylation analysis

1. Introduction Takehara, 1982). However, completely linear 1,6-linked a-glucans may

be water-insoluble, too (He et al., 2020; Padmanabhan, Kim, Pak, & Sim,

The structure of bacterial a-glucans is highly complex because they
are composed of different backbone linkages (1,3-, 1,4-, and 1,6-linked
p-glucopyranoses (Glcp)) as well as side chains at positions 02, 03, 04,
or 06 (depending on the backbone). a-Glucans are often grouped into
dextrans, which contain >50 % of 1,6-linkages, and mutans, which
contain >50 % of 1,3-linkages (Li, Wang, Meng, Dijkhuizen, & Liu,
2020; Monsan et al., 2001). Mutans are usually considered to be water-
insoluble polysaccharides, which is most likely caused by consecutive
a-1,3-linkages (Aires, Koo, Sassaki, lacomini, & Cury, 2010; Ernst,
Offermann, Werner, & Wefers, 2024; Hare, Svensson, & Walker, 1978;
Inoue, Yakushiji, Katsuki, Kudo, & Koga, 1988; Inoue, Yakushiji, &

2003; Pittrof, Kaufhold, Fischer, & Wefers, 2021). Furthermore, o-glu-
cans with a high portion of 1,6-linkages and only minor amounts of 1,3-
linkages can be insoluble in water (Ernst et al., 2024; Fels, Jakob, Vogel,
& Wefers, 2018). Consequently, water-insoluble a-glucans are a group of
polysaccharides with a high structural heterogeneity.

a-Glucans are synthesized from sucrose by glucansucrases (glycoside
hydrolase family 70). These homologous enzymes are secreted by
several lactic acid bacteria from the genera Streptococcus (S.), Lactoba-
cillus, Weissella, and Leuconostoc and use the glucose moiety from sucrose
to form polymeric glucans (Hoshino, Fujiwara, & Kawabata, 2012;
Leembhuis et al., 2013; Meng et al., 2016; Xu, Yang, Niu, Wang, & Wang,

Abbreviations: PCR, polymerase chain reaction; HPAEC-PAD, high-performance anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection; MS, mass
spectrometry; TFA, trifluoroacetic acid; HPSEC-RI, high-performance size exclusion chromatography coupled with refractive index detection; DMSO, dimethyl
sulfoxide; Glep, glucopyranose; XRD, X-ray diffraction; MAS, magic angle spinning; NMR, nuclear magnetic resonance; CP, cross polarization; DP, direct polarization;
GTF, glucosyltransferase.

* Corresponding author at: Martin Luther University Halle-Wittenberg, Institute of Chemistry — Division of Food Chemistry, Kurt-Mothes-Strae 2, 06120 Halle
(Saale), Germany.
E-mail address: daniel.wefers@chemie.uni-halle.de (D. Wefers).

https://doi.org/10.1016/j.carbpol.2024.122164

Received 15 January 2024; Received in revised form 11 April 2024; Accepted 12 April 2024

Available online 14 April 2024

0144-8617/© 2024 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

XXXV



9 Publikationen

Publikation: Carbohydrate Polymers, 337, 122164

L. Ernst et al.

2018; Yu, Qian, Ge, & Du, 2022). In the mouth cavity, S. mutans and
S. salivarius are of particular importance, because these organisms are
involved in caries formation (Bowen & Koo, 2011; Drucker, Shake-
speare, & Green, 1984; Takahashi & Nyvad, 2008). Sucrose, which
naturally occurs in our diet, is known to be a virulence factor for dental
caries. This is based not only on the fermentation of sucrose to lactic
acid, but also on its utilization for o-glucan synthesis (Forssten,
Bjorklund, & Ouwehand, 2010; Leme, Koo, Bellato, Bedi, & Cury, 2006;
Minah & Loesche, 1977). In particular, water-insoluble o-glucans
enhance adherence and accumulation of acidogenic bacteria and are an
essential component of the dental biofilm (plaque), which allows bac-
teria to establish an acidic environment resulting in tooth enamel
demineralization (Koo, Falsetta, & Klein, 2013). To understand the role
of water-insoluble a-glucans in dental caries promotion and in devel-
oping prevention methods, a detailed investigation of the molecular
structure of these polysaccharides is crucial.

The important structural characteristics of glucans include the link-
age types, side chain positions, and side chain lengths. Furthermore,
some water-insoluble a-glucans form crystalline regions. Crystallinity
can influence enzyme accessibility and thus impede enzymatic hydro-
lysis which is a tool considered for caries prevention. Ogawa, Yui,
Okamura, and Misaki (1994) analyzed the 1,3-linked sections of two
a-glucans of S. salivarius and mutans which were prepared by mild Smith
degradation or dextranase hydrolysis. They found that the two glucans
contained two different crystal polymorphs, one of them included one
water molecule per glucose unit. This water molecule was removed by
drying which resulted in the other polymorph.

S. salivarius ATCC 25975 is known to encode two glucansucrases,
glucosyltransferase J (GTF-J) and GTF-L, which produce water-insoluble
glucans. The glucans of GTF-J were described as mainly 1,3-linked,
whereas 1,3- and 1,6-linkages were observed for the glucans produced
by GTF-L (Kusumi et al., 2023; Simpson, Cheetham, Giffard, & Jacques,
1995). Kobayashi et al. (2017) investigated the solely «-1,3-linked glu-
cans formed by glucansucrase GTF-J. They confirmed different crystal-
linity of the hydrated and dehydrated glucans and the existence of one
water molecule per glucose unit in the hydrated form. Furthermore, they
found a decrease in crystallinity due to drying. Generally, dehydration
and hydration are known to induce crystal transitions in polysaccharides
(Kobayashi, Kimura, Heux, & Wada, 2013; Kobayashi, Kimura, Togawa,
Wada, & Kuga, 2010). S. salivarius also encodes for other glucansucrases
such as GTF-K, but these enzymes were described to produce water-
soluble glucans (Simpson et al., 1995). The cariogenic potential, glu-
cansucrases, and glucans of S. mutans were extensively studied in the
past (Bowen & Koo, 2011; Hare et al., 1978; Hayacibara et al., 2004,
Kopec, Vacca-Smith, & Bowen, 1997; Kuramitsu & Wondrack, 1983;
Lin, Chen, Zhou, & Li, 2021; Wiater, Pleszczynska, Préchniak, &
Szczodrak, 2012). This organism was described to produce glucansu-
crases GTF-I (GTF-B) and GTF-SI (GTF-C) which synthesize (partially)
water-insoluble glucans as well as GTF-S (GTF-D) which synthesizes
water-soluble glucans (Hanada & Kuramitsu, 1988, 1989). Glucans of
GTF-I were described as mainly 1,3-linked, whereas 1,3- and 1,6-link-
ages were described for glucans of GTF-SI (Hare et al., 1978; Hay-
acibara et al., 2004; Kopec et al., 1997). However, glucan structures
were mostly only investigated by using methylation analysis and by
comparing dextranase and mutanase susceptibility. Data on the crys-
tallinity of mixed-linkage o-glucans from Streptococcus spp. are not
available.

Consequently, a study on the comparative analysis of the fine
structures and crystallinity of different water-insoluble a-glucans pro-
duced by glucansucrases from Streptococcus spp. is not available, despite
the important role of these glucans in the human mouth cavity. There-
fore, we selected five homologous glucansucrases with different amino
acid sequences from S. mutans DSM 20523 (NCTC 10449) and
S. salivarius DSM 20560 (NCTC 8618) for the production and subsequent
characterization of glucans. Our hypothesis was that water-insoluble,
native a-glucans produced by these five glucansucrases vary in terms

Carbohydrate Polymers 337 (2024) 122164

of their structural architecture and crystallinity. Thus, glucans were
investigated by using methylation analysis, different chromatographic
approaches in combination with partial enzymatic hydrolyses, X-ray
diffraction (XRD), and '°C magic angle spinning nuclear magnetic
resonance (MAS NMR) spectroscopy.

2. Experimental
2.1. Materials

If not stated otherwise, all chemicals used were of “p.a.” grade or
better and were purchased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck
(Darmstadt, Germany), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA),
VWR (Darmstadt, Germany), and Griissing GmbH (Filsum, Germany).
Endo-dextranase (EC 3.2.1.11) from Chaetomium sp., 8000 U/mL, was
purchased from Megazyme (Bray, Ireland) and endo-mutanase
SSAL4105 (EC 3.2.1.59) from S. salivarius was recombinantly produced
as described by Ernst et al. (2024). Genomic DNA of S. mutans DSM
20523 and S. salivarius DSM 20560 was purchased from DSMZ (German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig,
Germany).

2.2. Production of recombinant glucansucrases

Molecular cloning, heterologous expression, and protein isolation of
glucansucrases (SMUT1101 and SMUT1102 from S. mutans DSM 20523
as well as SSAL4540, SSAL4545, and SSAL4550 from S. salivarius DSM
20560) were performed as described previously (Ernst et al., 2024;
Miinkel et al., 2019). Briefly, encoding genes were amplified from
genomic DNA by polymerase chain reaction (PCR) using a Phusion High-
Fidelity PCR kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). The primer
pairs shown in Table 1 (synthesized by Integrated DNA Technologies
(Coralville, IA, USA)) were used. Signal peptides (predicted by using the
SignalP 5.0 web tool) were not amplified. Specific overhangs were
inserted at both ends of the genes to allow ligase-independent cloning
into the pLIC-SGC1 vector (Addgene plasmid no. 39187). For ligation
independent cloning, the vector and PCR products were digested with
T4 DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), and vector-gene adducts
were transformed to 5a-competent E. coli cells (High efficiency, NEB,
USA). The correct plasmid sequence was confirmed by Sanger
sequencing (Eurofins GATC Biotech, Konstanz, Germany). For gene
expression, the plasmids were transformed into One Shot BL21 Star
E. coli (DE3, Invitrogen, USA) and cells were grown in LB medium
supplemented with 100 pg ampicillin/L overnight at 37 °C and 225 rpm.
The protein production was induced by the addition of isopropyl-p-D-
thiogalactopyranoside (final concentration 0.1 mM). After cell lysis by
sonication, cell debris was removed by centrifugation (30 min, 4 °C,
14,000 g), and recombinant proteins were isolated by immobilized
metal affinity chromatography using a HisPur Ni-NTA resin (Thermo
Fisher Scientific). Proteins were eluted with elution buffer (50 mM so-
dium phosphate, 300 mM NaCl, 100 mM imidazole, pH 7.5) and the
protein concentration was calculated by absorption measurement at
280 nm (calculation of the extinction coefficient by using the amino acid
sequence and the ProtParam tool). The obtained solutions were used for
glucan synthesis. Sequence comparison of glucansucrases with previ-
ously described glucansucrases (Table S1) was performed with the
multiple sequence alignment tools Clustal Omega and ESPript 3.0
(Robert & Gouet, 2014; Sievers & Higgins, 2014).

2.3. Glucan synthesis and monosaccharide analysis

For glucan synthesis, appropriate volumes of glucansucrase solutions
(Section 2.2) containing 5 mg of protein were added to 100 mL of a 0.5
M sucrose solution (including 10 mM CaCl, and 0.05 vol-% ProClin, pH
5.9). After static incubation at 37 °C for 48 h, glucans were recovered by
centrifugation at 4 °C (30 min at 10595 rcf). Subsequently, glucans were
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Table 1

Genomic DNA and PCR primers used for molecular cloning of glucansucrases.

Primer sequence reverse (5' to 3)

Primer sequence forward (5' to 3)

Locus tag

Genomic DNA

TATCCACCTTTACTGTTAGTTAATCCGAACTCGTTCTCCAGAG

TACTTCCAATCCATGGATTCTAATGAATCGAAATCCCAAATTTCTAATGATTCTAATAC

TACTTCCAATCCATGGATTCACTGACGACCGTCAACAGG

SMUT1102

S. mutans DSM 20523 (NCTC 10449)

TATCCACCTTTACTGTTAAAATCTAAAGAAATTGTCAAAGAATCCATTACGAGAGTGTC

TATCCACCTTTACTGTTAATTTGACACGTATCCTTTTCCTTGAGCG

TATCCACCTTTACTGTTAGTTTAGCACTCTAGGTGGGTAAGC

SMUT1101
SSAL4550
SSAL4545

TACTTCCAATCCATGGAAGAAATAAATAATACTAATGGATCACCTTCAACAACTACAGTC
TACTTCCAATCCATGGATGAAACTCAAGATAAGATAGTAACTCAACCAAATTTAGATAC

TACTTCCAATCCATGGATGAAACAACTCAACCAGTTGCCTCTACG

S. salivarius DSM 20560 (NCTC 8618)

TATCCACCTTTACTGTTATTTATCAAAATCAGCATAACCA’ CATCGAAGAAGACAG

SSAL4540

Carbohydrate Polymers 337 (2024) 122164

resuspended in ultrapure water (100 mL) and centrifuged (30 min at
10595 rcf). This washing step was repeated twice and wet (paste-like)
glucans were preserved by adding 10 pL of a 50 mg/mL NaN3 solution
(final concentration 0.5 mg/mL). Partial enzymatic hydrolyses (Section
2.4), XRD (Section 2.7), and 13¢c MAS NMR spectroscopy (Section 2.8)
were performed by using the undried polysaccharides, whereas an
aliquot was lyophilized for methylation analysis (Section 2.6), HPSEC-RI
(Section 2.5), and monosaccharide analysis. The latter was performed as
described by Ernst et al. (2024) for water-insoluble homoex-
opolysaccharides. In brief, glucans were hydrolyzed by using trifluoro-
acetic acid (TFA) in two batches with two different conditions (2 M TFA,
60 min, 121 °C; 1 M TFA, 30 min, 70 °C), and the released mono-
saccharides were analyzed by high-performance anion exchange chro-
matography with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD).

2.4. Partial enzymatic hydrolyses and oligosaccharide analysis

About 1 mg of undried glucans was suspended in 500 pL of ultrapure
water and used for endo-dextranase hydrolysis. After the addition of
endo-dextranase (5 U/mg glucans), the mixture was incubated for 24 h
at 40 °C and 200 rpm. For endo-mutanase hydrolysis, 90 pg of protein
were added to 1 mg of undried glucans in 100 pL ultrapure water and
incubated for 24 h at 37 °C and 200 rpm. Dextranase and mutanase were
inactivated by heating to 95 °C for 10 min. Insoluble material was
removed by centrifugation and lyophilized. The supernatant was used
for HPAEC-PAD coupled with mass spectrometric detection (HPAEC-
PAD/MS) on an ICS-6000 system equipped with a LTQ XL linear ion trap
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). Separation was achieved
by using a CarboPac PA200 column (250 x 3mm i.d., 5.5pm particle
size, Thermo Fisher Scientific). The column temperature was 30 °C and
the PAD temperature was 25 °C. For separation, the following gradient
composed of four eluents (A: ultrapure water, B: 10 mM NaOH, C: 200
mM NaOH, D: 200 mM NaOH +500 mM sodium acetate) was used at a
flow rate of 0.4 mL/min: column equilibration with 100 % B 20 min
before injection; 0-10 min: Isocratic 100 % B; 10-20 min: Linear
gradient to 50 % C + 50 % A; 20-45 min: Linear gradient to 50 % A, 30
% C + 20 % D; 45-55 min: Linear gradient to 50 % A + 50 % D; 55-65
min: Linear gradient to 100 % D; 65-80 min: Isocratic 100 % D; 80-95
min: Isocratic 100 % C. A post column split allowed simultaneous PAD
and MS analysis. Prior to MS analysis, desalting of the eluent was ach-
ieved by an AERS 500e suppressor (4 mm, Thermo Fisher Scientific). To
facilitate ionization by electrospray ionization, 500 uM LiCl was added
at a flow rate of 0.05 mL/min (AXP-MS pump, Thermo Fisher Scientific).
The source temperature was 300 °C and lithium adducts of oligosac-
charides were detected in positive mode. Peaks in the chromatograms of
dextranase hydrolysates were assigned by using the oligosaccharides
characterized by Miinkel and Wefers (2019).

2.5. High-performance size exclusion chromatography coupled with
refractive index detection (HPSEC-RI)

For HPSEC-RI analysis of glucans and water-insoluble residues after
endo-dextranase and endo-mutanase hydrolyses (Section 2.4), the
lyophilized samples were solubilized by adding 300 pL of dimethyl
sulfoxide (DMSO). After shaking at ambient temperature overnight,
about 2 mg of LiCl;) were added (resulting LiCl concentration: 100 mM)
and the samples were again shaken overnight (60 °C, 1500 rpm). Glu-
cans and water-insoluble hydrolysis products of SSAL4545, SMUT1101,
and SMUT1102 were dissolved by this procedure and analyzed.
SSAL4540 and SSAL4550 were not solubilized, even after a second
addition of LiCl) and shaking. For chromatographic analysis, DMSO
with 100 mM LiCl was used as eluent at a flow rate of 0.2 mL/min on an
HPLC-RI system (P6.1L, AS6.1 L, RID 2.1 L, Knauer, Germany) equipped
with a GRAM column (300 x 8 mm, particle size 10 pym) (PSS, Ger-
many). Column temperature was 80 °C and RI temperature was 35 °C.
The molecular weight of the glucan samples was estimated by using
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standard dextrans with known molecular weight (dextran blue (~ 2000
kDa), 670 kDa, 270 kDa and 12 kDa, Sigma Aldrich, Germany; 64.3 kDa,
PSS, Germany).

2.6. Glycosidic linkage analysis

Analysis of glycosidic linkages was carried out by methylation
analysis: Lyophilized glucans were derivatized and analyzed as
described in detail by Ernst, Werner, and Wefers (2023). Briefly, samples
were swollen in DMSO overnight followed by an ultrasonic treatment.
NaOHg) was added, and the samples were again sonicated before adding
methyl iodide. Methylation was repeated once, and the partially meth-
ylated polysaccharides were hydrolyzed by 2 M TFA for 90 min at
121 °C. Partially methylated monosaccharides were reduced with
NaBD4 and acetylated by using 1-methylimidazole and acetic anhydride.
Partially methylated alditol acetates were separated by gas chroma-
tography, identified by their mass spectra (Fig. S4), and quantified by
flame ionization detection by using the response factors described by
Sweet, Shapiro, and Albersheim (1975).

2.7. Wide angle X-ray diffraction (XRD)

Undried glucans were prepared on a sample holder covered with
amorphous tape. This setting allowed keeping a relative humidity of
100 % for at least 16 h. A spatula tip of each sample was used; however,
the exact glucan amount is unknown due to the wet state of the samples.
An EMPYREAN (Malvern Panalytical) diffractometer operating in
Bragg-Brentano geometry using a programmable divergence slit and Cu-
Ka-radiation was used for diffraction measurements.

2.8. %¢ Magic angle spinning nuclear magnetic resonance (MAS NMR)
spectroscopy

The '3c cross-polarization (CP) and direct polarization (DP) MAS
spectra of undried glucans were obtained on a Bruker Avance spec-
trometer with the proton resonance frequency 400 MHz. The samples
were packed in 4 mm rotors and span at a MAS rate of 10 kHz and at
ambient temperature. The experimental parameters were: CP contact
time 1.5 ms, 'H 90-degree pulse 3.6 ps, '*C 90-degree pulse 4 pis. The 13C
signal was recorded during 35 ms with 65 kHz SPINAL proton decou-
pling. Repetition delay was 3 s and 10 s for CP and DP spectra, respec-
tively. The number of signal accumulations for different samples was
10,000 to 40,000.

3. Results and discussion

For comparative investigation of fine structures and crystallinity of
different water-insoluble a-glucans, five homologous glucansucrases
from Streptococcus spp. were cloned and heterologously expressed:
SMUT1101 and SMUT1102 from S. mutans DSM 20523 as well as
SSAL4540, SSAL4545, and SSAL4550 from S. salivarius DSM 20560.
Glucansucrases SMUT1101 and SMUT1102 showed high sequence
identities (>95 %) to the two S. mutans glucansucrases which produce
insoluble glucans, GTF-I and GTF-SI (Table S1, Fig. S1 & S2). Further-
more, glucansucrases SSAL4545 (GTF-J) and SSAL4550 (GTF-K) from
S. salivarius were selected for comparison because they were described to
produce linear 1,3- and 1,6-linked glucans, respectively. Whereas linear
1,3-linked glucans are water-insoluble and may be crystalline, 1,6-
linked glucans can at least in part be water-insoluble. Furthermore,
glucansucrase SSAL4540 was investigated because its amino acid
sequence showed similar conserved regions to those of known, water-
insoluble glucan synthesizing glucansucrases of S. salivarius and
mutans, but only shared a low degree of identity (< 60 %) with the other
enzymes. Consequently, this enzyme may synthesize glucans with an
unusual structure. Water-insoluble polysaccharides were successfully
synthesized from sucrose by using the five recombinant glucansucrases.

Carbohydrate Polymers 337 (2024) 122164

The paste-like undried polysaccharides were recovered by centrifuga-
tion and used for further analysis (after drying for some analyses, see
Sections 2.4-2.8). Monosaccharide analysis of the obtained poly-
saccharides confirmed that they were solely composed of glucose. In
addition, glucansucrases SSAL4540 and SSAL4550 synthesized in part
water-soluble glucans resulting in lower yields of water-insoluble glu-
cans. However, the water-soluble fraction was not of interest in this
study.

3.1. Glycosidic linkages

The portions of glycosidic linkages in the water-insoluble glucans
were determined by methylation analysis (Fig. 1). Low portions of ar-
tifacts from the sample workup such as fully substituted glucopyranose
were detected in some chromatograms (Fig. S3). The formation of these
compounds is caused by solubilization issues of the water-insoluble
glucans in DMSO. Partial undermethylation may have some influence
on the portions of the glycosidic linkages, however, due to the low
abundance of the artifacts, the results can still be used to assess the
structural composition. The glucans showed varying backbone linkages,
but all samples contained 1,3,6-linked Glcp units which correspond to
branched backbone units. Glucans produced by SMUT1101 and
SMUT1102 were composed of 1,3- and 1,6-linked Glcp units in compa-
rable portions: SMUT1101 glucans contained 55 % 1,3-linkages and 32
% 1,6-linkages, while SMUT1102 glucans contained 48 % 1,3-linkages
and 38 % 1,6-linkages. Glucans containing mainly 1,3- and 1,6-linkages
in different portions have also been described for GTF-I (GTF-B) and
GTF-SI (GTF-C) of S. mutans GS-5 (Aires et al., 2010; Hayacibara et al.,
2004; Kopec et al., 1997).

Glucans produced by SSAL4545 were mainly 1,3-linked with minor
portions of 1,6-linkages (< 1 %), whereas glucans produced by
SSAL4550 were mainly 1,6-linked with minor portions of 1,3-linkages
(< 5 %). Simpson et al. (1995) found that GTF-J (97 % identity to
SSAL4545) synthesized 1,3-linked glucans and GTF-K (96 % identity to
SSAL4550) synthesized 1,6-linked glucans. However, it cannot be
excluded that the minor portions of 1,3,6-linkages (and 1,6-/1,3-link-
ages) are artifacts which were formed during the sample workup.
Furthermore, Simpson et al. (1995) described the 1,6-linked glucans of

9
i 32%
g 1,3,6-Glcp
3 1,6-Glcp
4

1,4-Glc
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Fig. 1. Glycosidic linkages of glucans produced by glucansucrases SSAL4540,
SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101, and SMUT1102. Glycosidic linkages were
determined by methylation analysis and all analyses were performed in
duplicate. t: terminal, Glep: glucopyranose, numbers indicate the position of
substitution in the monosaccharide unit.
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GTF-K to be water-soluble, but (partial) water-insolubility of the 1,6-
linked glucans from SSAL4550 could be a result of higher linearity
and/or higher molecular weight.

Linkages of SSAL4540 glucans were very diverse: Besides 30 % 1,3-
linkages, 13 % 1,4- and 28 % 1,6-linkages were present. A few studies
found low portions (< 5 %) of 1,4-linked Glcp units in glucans from
Streptococcus spp. (Kopec et al.,, 1997; Tsumuraya & Misaki, 1979).
However, these low amounts might be due to artifacts in methylation
analysis and Smith degradation. Only Hayacibara et al. (2004) found a
high portion of 1,4-linkages (16-25 %) in glucan produced by glu-
cansucrase GTF-C from S. mutans WHB410. There is no previous report
of mixed-linkage glucans containing a relevant portion of 1,4-linkages
produced by glucansucrases of S. salivarius. Overall, the results indi-
cated a high structural diversity of water-insoluble glucans produced by
the five glucansucrases.

3.2. Partial enzymatic hydrolyses

To obtain information on fine structures, glucans were hydrolyzed by
endo-dextranase and endo-mutanase. The resulting water-soluble prod-
ucts were analyzed by HPAEC-PAD/MS. The chromatograms obtained
from endo-dextranase hydrolyses are shown in Fig. 2. Endo-dextranase
hydrolyzes sections of linear, a-1,6-linked Glcp units and liberates
glucose, isomaltose as well as previously described branched isomalto-
oligosaccharides (Miinkel et al., 2019; Pittrof et al., 2021). The chro-
matogram of the endo-dextranase hydrolysate of glucans produced by
SSAL4550 contained three peaks which resulted from glucose, iso-
maltose, and isomaltotriose. These results suggested that SSAL4550
glucans were solely 1,6-linked because no branched oligosaccharides
were detected. Consequently, the small portions of 1,3- and 1,3,6-link-
ages detected by methylation analysis (Section 3.1) were most likely
artifacts from the sample workup. Endo-dextranase did not liberate any
products from the glucans of SSAL4540 and SSAL4545. This supported
the finding that glucans produced by SSAL4545 were exclusively 1,3-
linked and that minor portions of 1,6-linkages determined by methyl-
ation analysis were artifacts (Section 3.1). In contrast, some hydrolysis
could have been expected from glucans produced by SSAL4540, because
they contained about 30 % 1,6-linkages (Section 3.1). The fact that these
polysaccharides were not digested by endo-dextranase indicated that
1,6-linked Glcp units were not present in consecutive blocks. Chro-
matograms of endo-dextranase hydrolysates of glucans produced by
SMUT1101 and SMUT1102 contained peaks resulting from isomaltose,
isomaltotriose, and O3-branched isomalto-oligosaccharides. The
released oligosaccharides demonstrated that SMUT1101 and SMUT1102
glucans contained consecutive 1,6-linked sections which were branched
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with mono-, di-, and oligomeric side chains at position O3. Relative peak
intensities of SMUT1101 and SMUT1102 glucan hydrolysates varied,
indicating a varying structural architecture.

A recombinant endo-mutanase was used to hydrolyze sections of
a-1,3-linked Glcp units. The chromatogram of the endo-mutanase hy-
drolysate of glucans produced by SSAL4550 (Fig. 3) did not contain any
peaks which indicated that these glucans cannot be hydrolyzed by endo-
mutanase. This result was in accordance with the observation that these
glucans were exclusively composed of 1,6-linkages. The chromatograms
of the four remaining glucans produced by SSAL4540, SSAL4545,
SMUT1101, and SMUT1102 showed peaks resulting from linear, 1,3-
linked di—/oligosaccharides (nigerose, nigerotriose and niger-
otetraose) which were identified by using standard compounds. The
detection of these oligosaccharides confirmed the occurrence of
consecutive o-1,3-linkages. Furthermore, unknown oligosaccharides
which showed an m/z corresponding to gluco-oligosaccharides with a
degree of polymerization from 3 to 7 were detected. The presence of
gluco-oligosaccharides was also confirmed by analyzing the mono-
saccharide composition of the oligosaccharide-containing supernatant
by HPAEC-PAD after TFA hydrolysis. Because the retention times of
these compounds did not correspond to «-1,3-, a-1,4-, or a-1,6-linked
standard oligosaccharides, the detected peaks can be assigned to mixed-
linkage or branched gluco-oligosaccharides. Furthermore, the oligo-
saccharide profiles (the occurrence and relative intensities of the
oligosaccharide-derived peaks) suggested structural differences between
the analyzed glucans. For example, the hydrolysate of glucans produced
by SSAL4540 showed several different pentasaccharides which were not
present in the other samples. The liberation of these oligosaccharides
could be a result of the 1,3-, 1,4-, and 1,6-linkages present in these
glucans. SSAL4545, SMUT1101, and SMUT1102 glucans showed com-
parable oligosaccharide profiles, however, different relative peak in-
tensities indicated varying portions of oligosaccharides for glucans
produced by SMUT1101 and SMUT1102. This again confirmed the
different fine structures of these two polysaccharides. The liberation of
mixed-linkage or branched oligosaccharides from SSAL4545 glucans
confirmed the presence of 1,3,6-linked Glcp units in these glucans
(Section 3.1).

Enzymatic hydrolysis was used to investigate structures of water-
insoluble glucans produced by different glucansucrases from Strepto-
coccus spp. in previous studies (Hare et al., 1978; Kopec et al., 1997;
Pearce, Walker, Slodki, & Schuerch, 1990; Vacca-Smith, Venkitaraman,
Quivey Jr, & Bowen, 1996). However, merely Hare et al. (1978) found
unknown, presumably mixed-linkage oligosaccharides in addition to
isomalto- and nigero-oligosaccharides after endo-dextranase as well as
simultaneous endo-dextranase and endo-mutanase hydrolysis of

o’“’\“. :)Hﬂ t-;lcp

- .

SMUT1102
1,3-Glcp

RS
1,6-Glcp

»
1,3,6-Glcp

_ /sSAL4S50
o — SSAL4545
_—/m A : \SSAL4540
10 15 20 30 35 40
Time [min]

Fig. 2. HPAEC-PAD chromatograms of oligosaccharides released from glucans synthesized by glucansucrases SSAL4540, SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101 and
SMUT1102 by using endo-dextranase. Chromatograms are shown in stacked format and peaks were assigned according to Miinkel et al. (2019) and Miinkel and

Wefers (2019).
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Fig. 3. HPAEC-PAD chromatograms of oligosaccharides released from glucans synthesized by glucansucrases SSAL4540, SSAL4545, SSAL4550, SMUT1101 and
SMUT1102 by using endo-mutanase. Chromatograms are shown in stacked format and peak assignment resulted from standard compounds (nigero-oligosaccharides).
The degree of polymerization (DP) of the unknown oligosaccharides was determined by mass spectrometry. Peaks marked with asterisks (*) are isomalto-
oligosaccharides and were also present in SMUT1102 glucans without enzyme addition. Slight retention time shifts between 30 and 40 min were caused by

different concentrations of buffer salts from mutanase solutions.

enzymatically synthesized glucans from Streptococcus spp. Nevertheless,
their paper chromatographic approach could not provide further infor-
mation on the identity of these oligosaccharides. The identification of
O3-branched isomalto-oligosaccharides released by endo-dextranase
hydrolysis and the release of different mixed-linkage or branched oli-
gosaccharides by endo-mutanase hydrolysis from water-insoluble glu-
cans from Streptococcus spp. is first reported herein.

3.3. High-performance size exclusion chromatography

Water-insoluble glucans produced by SSAL4545, SMUT1101, and
SMUT1102 as well as their water-insoluble residues after endo-
dextranase and endo-mutanase hydrolyses were analyzed by HPSEC-RI
(Fig. 4). Glucans produced by SSAL4540 and SSAL4550 could not be

dissolved in DMSO/100 mM LiCl, so size exclusion chromatography was
not possible.

The elugram of untreated glucans produced by SMUT1102 showed
an intense peak at low elution volumes, indicating that these poly-
saccharides had a high molecular weight of at least 2000 kDa (dextran
blue). Endo-dextranase hydrolysis reduced the elution volume of the
SMUT1102 glucans significantly and the main fraction of the insoluble
residue eluted between 64.3 and 12 kDa. Endo-mutanase hydrolysis led
to water-insoluble products with a broad molecular weight distribution:
The high molecular weight fraction was reduced in size and a new
fraction with a lower molecular weight (between 64.3 and 12 kDa) was
formed. Therefore, endo-mutanase hydrolysis not only resulted in water-
soluble oligosaccharides (Section 3.2) but also in water-insoluble glu-
cans with a lower molecular weight. The incomplete hydrolysis might be
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2 1) %, ©
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% % % & % %% % &
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Fig. 4. HPSEC-RI elugrams of glucans produced by SSAL4545, SMUT1101, and SMUT1102 as well as their water-insoluble residues after endo-dextranase (A) and
endo-mutanase (B) hydrolyses. Elugrams are shown in stacked format and peak maxima of size standards with known molecular weight are indicated by reference
lines (V¢ was determined by using glucose). The concentrations of injected samples differed because varying amounts of undried glucans were used for enzymatic
hydrolyses (Section 2.4). Elugrams of both enzymes without glucan are displayed for comparison.
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a result of branched 1,3-linked areas. However, the comparably small
molecular weight shift after endo-mutanase hydrolysis as well as the
elugrams from endo-dextranase hydrolysis suggested that 1,6-linked
blocks had a high molecular weight, whereas 1,3-linked blocks were
rather small. Therefore, our results allowed the conclusion that glucans
of SMUT1102 were most likely block copolymers of 1,3- and 1,6-linked
blocks.

Glucans produced by SMUT1101 contained two fractions, one at low
elution volumes (below 12 kDa) and one at high elution volumes (ca.
2000 kDa). Hydrolysis with endo-dextranase reduced the intensity of the
early-eluting peak and led to the occurrence of a peak resulting from
smaller products (between 670 kDa and 12 kDa). The incomplete hy-
drolysis of the early-eluting, high molecular weight fraction demon-
strated that SMUT1101 and SMUT1102 had different fine structures
which was in good agreement with the results from the other analyses.
Endo-mutanase hydrolyzed the low molecular weight fraction because
its peak intensity decreased relative to the high molecular weight frac-
tion. In conclusion, the high molecular weight fraction of SMUT1101
glucans contained a high portion of consecutive 1,6-linkages and the low
molecular weight fraction contained a high portion of consecutive 1,3-
linkages. However, both glucan molecular weight fractions were
incompletely hydrolyzed, indicating that both also contained other
backbone linkages or were branched.

Glucans produced by SSAL4545 exhibited a broad size distribution
(ranging from ca. 2000 kDa to lower than 12 kDa) with the highest in-
tensity at 12 kDa. Neither endo-dextranase nor endo-mutanase hydro-
lysis changed the elution pattern which indicated that the release of
water-soluble products by endo-mutanase (Section 3.2) did not influ-
ence the molecular weight of the remaining water-insoluble fractions
and only a small part of the glucans was hydrolyzed. Because the
SSAL4545 glucans were (almost) exclusively 1,3-linked, this result was
quite surprising. However, the incomplete hydrolysis could also result
from limited enzymatic accessibility of the glucans.

Overall, glucans of glucansucrases SMUT1102, SMUT1101, and
SSAL4545 showed varying molecular sizes and size distributions.
Despite high portions of 1,3- and partly 1,6-linkages, glucans were not
completely hydrolyzed to oligosaccharides by endo-mutanase or endo-
dextranase. This might be due to low enzymatic accessibility, small sizes
of the differently linked blocks and/or due to ramifications within the
blocks of consecutive 1,3- or 1,6-linkages.

3.4. X-ray diffraction of undried glucans

For information on crystalline areas of the native glucans, they were
used in an undried state to avoid changes in the crystalline structure
during drying. Undried glucans were prepared on a sample holder
covered with tape to avoid drying during the XRD measurement.
Resulting diffractograms (Fig. 5) were compared with regards to peaks
emerging from the amorphous background/halo, which indicate crys-
talline structures, and diffraction angles which depend on the unit cell
structure. The diffractograms of glucans produced by SMUT1102 and
SSAL4550 showed no peaks which indicated that these polysaccharides
were largely amorphous or at least did not contain large enough ordered
crystalline regions. Diffractograms of glucans produced by SSAL4540,
SSAL4545, and SMUT1101 exhibited several peaks. Peak positions of
glucans SMUT1101 and SSAL4545 were comparable to those described
by Kobayashi et al. (2017) for the linear 1,3-linked glucans produced by
GTF-J of S. salivarius ATCC25975. In contrast, glucans produced by
SSAL4540 exhibited peaks at different angles, thus this sample con-
tained another crystal polymorph than glucans produced by SMUT1101
and SSAL4545. This indicated that SSAL4540 glucans were structurally
different from SMUT1101 and SSAL4545 glucans. However, the signals
observed for SMUT1101 and SSAL4540 glucans indicated that mixed-
linkage glucans from Streptococcus spp. may also contain crystalline
areas. This finding was confirmed by 3C MAS NMR spectroscopy for
SMUT1101 glucans but not for SSAL4540 glucans (see Section 3.5). In
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Fig. 5. X-ray diffractograms of glucans produced by SSAL4540, SAL4545,
SSAL4550, SMUT1101, and SMUT1102 in an undried state (never dried or
frozen). Sample diffractograms are shown in stacked format (+15,000 counts
shift for SSAL4540; + 8000 counts shift for all other glucans) together with
unshifted blank measurements (sample holder with tape as well as sample
holder with tape and water, prepared as for the samples).

the literature, indications of crystallinity in mixed-linkage glucans have
only been found for water-insoluble glucans produced by a glucansu-
crase from Leuconostoc citreum (Wangpaiboon et al., 2020). The crystal
structures of the polymorphs remain to be elucidated.

3.5. 1°C MAS NMR spectroscopy

In addition to XRD, *C MAS NMR spectra of the undried glucans
were recorded to obtain information on potentially crystalline regions.
The short-CP spectra (contact time 1.5 ms) of glucans produced by
SSAL4545, SMUT1102, and SMUT1101 are shown in Fig. 6. The signals
observed in the spectrum of glucans produced by SSAL4545 were
assigned to 1,3-linked Glcp units by comparing their chemical shifts to
literature data (Kobayashi et al., 2010; Kobayashi et al., 2017; Poulha-
zan, Arnold, Warschawski, & Marcotte, 2018). The rather sharp peaks

c2,c4,C5
ct . s
SMUT1101
SMUT1102
SSAL4545
1;0 1(‘)0 9‘0 8‘0 7‘0 5‘0

3C chem. shift [ppm]

Fig. 6. 13C MAS CP NMR spectra of undried glucans produced by glucansu-
crases SSAL4545, SMUT1101, and SMUT1102. Spectra are shown in stacked
format. Peaks were assigned by comparison to literature (Kobayashi et al.,
2010; Kobayashi et al., 2017; Poulhazan et al., 2018).
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confirmed that 1,3-linked Glcp units form at least crystal-like (rather
than glassy amorphous) regions. The spectra of glucans produced by
SMUT1101 and SMUT1102 showed additional peaks at 81.1 ppm and
100.3 ppm which might arise from 1,3,6-Glcp units within the 1,3-linked
sections. Both glucans contained 1,6-Glcp units in addition to 1,3-Glcp
units, but no signal resulting from 1,6-Glcp units was found in the
spectra (C6: ~ 65 ppm, C3: ~ 74 ppm; McIntyre & Vogel, 1991; Pidoux,
Brooker, Colquhoun, & Morris, 1990). However, peaks of 1,6-Glcp units
appeared in the corresponding DP spectra. Exemplarily, the CP and DP
spectra of glucans from SMUT1101 are depicted in Fig. 7. This
confirmed that 1,6-Glcp units were located in the mobile regions of the
glucans. Overall, SMUT1101 and SMUT1102 glucans formed crystalline
and/or crystal-like regions. These regions were exclusively formed by
consecutive 1,3-linkages while 1,6-linked, dextran-like blocks remained
mobile. The absence of peaks in the X-ray diffractogram of glucans
produced by SMUT1102 might be due to small size crystal-like regions.
To the best of our knowledge, mixed-linkage a-glucans have not been
analyzed by °C MAS NMR spectroscopy before.

In contrast to DP spectra, CP NMR spectra of SSAL4540 glucans
contained no peak which indicated, that these glucans had only mobile,
hydrated residues and did not have sections with well-defined, crystal-
like local packing environments. This was in contrast to the diffracto-
grams from XRD analysis showing peaks that presumably resulted from
crystalline glucan structures. This result suggested that the peaks
observed in the X-ray diffractograms might not originate from glucans
but from impurities. However, crystallization of glucansucrases was
unlikely, as these large enzymes are difficult to crystallize (Molina,
Cioci, Moulis, Séverac, & Remaud-Siméon, 2021). Here, further studies
on the crystalline structure of mixed-linkage water-insoluble glucans
should be performed. Spectra of SSAL4550 glucans did not show signals
resulting from polysaccharides which is presumably due to low yields.
However, no crystallinity is expected in the 1,6-linked SSAL4550 glu-
cans because this linkage type was not found in the crystal-like regions
of glucans SMUT1101 and SMUT1102.

3.6. Overall structure of the individual glucans

The overall structures of glucans are shown schematically in Fig. S5.

C2,C4,C5 1,3-Glcp
1,6-Glcp
C1

c3 (5}

CP
c1 c3
C6

DP

110 100 90 80 70 60

3C chem. shift [ppm]

Fig. 7. ®C MAS CP and DP NMR spectra of undried glucans produced by
glucansucrase SMUT1101. Peaks were assigned to carbon atoms of Glep units
by comparison to literature (McIntyre & Vogel, 1991; Pidoux, Ruiter, Brooker,
Colquhoun, & Morris, 1990; Kobayashi et al., 2010; Kobayashi et al., 2017;
Poulhazan et al., 2018). Spectra are shown in stacked format. CP: cross polar-
ization, DP: direct polarization, Glcp: glucopyranose.
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Glucans produced by SMUT1101 and SMUT1102 contained comparable
portions of 1,3- and 1,6-linked Glcp units as well as 1,3,6-linked Glcp
units. Nevertheless, endo-dextranase and endo-mutanase hydrolyses
revealed different fine structures: SMUT1101 glucans contained a high
molecular weight fraction with high portions of consecutive a-1,6-
linkages and a comparatively low molecular weight fraction with a high
portion of consecutive 1,3-linkages. The results from XRD and 13¢ MAS
NMR spectroscopy indicated crystalline regions of 1,3-linked Glcp units.
Partial enzymatic hydrolyses showed that SMUT1102 glucans contained
long consecutive a-1,6-linked blocks and short a-1,3-linked blocks. The
X-ray diffractogram of these high molecular weight glucans did not
show any peaks, thus, large crystalline regions were absent. However,
13C MAS NMR spectra demonstrated that 1,3-linked Glep units were part
of crystal-like regions while 1,6-linked areas were mobile.

Glucans produced by SSAL4550 were identified as linear dextrans
which were water-insoluble but showed no indications of crystallinity.

Glucans produced by SSAL4545 were almost exclusively composed
of 1,3-linked Glcp units, which formed crystalline regions according to
XRD and '*C MAS NMR spectroscopy.

SSAL4540 synthesized glucans which contained 1,3-, 1,4- and 1,6-
linkages. Larger blocks with consecutive 1,6-linkages were most likely
absent, because endo-dextranase did not release any oligosaccharides.
Analogously, there were no consecutive 1,4-linkages because a-amylase
did not hydrolyze the glucans (data not shown). However, endo-muta-
nase demonstrated that some consecutive 1,3-linkages were present. The
X-ray diffractogram yielded some peaks which differed from those
observed in the diffractograms of SSAL4545 and SMUT1101 glucans and
the literature. However, the absence of signals in the CP 1°C MAS NMR
spectrum indicated that the signals might not originate from the poly-
saccharides. Furthermore, SSAL4540 glucans were not solubilized in
DMSO/100 mM LiCl. Therefore, the unusual structural composition led
to varying physicochemical properties.

4. Conclusion

Our results demonstrated that the water-insoluble glucans formed by
the five glucansucrases from S. mutans DSM 20523 and S. salivarius DSM
20560 have a high structural diversity and, thus, confirm our hypothe-
sis. Glucans produced by glucansucrases SMUT1101 and SMUT1102
contained similar portions of 1,6- and 1,3-linkages, but clearly differed
in their fine structure (distribution of linkage types, oligosaccharide
profile, molecular weight). Both polymers showed crystal-like regions
which are formed by consecutive 1,3-linkages. To our knowledge, there
has been no literature report on the crystal-like structural elements in
mixed-linkage water-insoluble a-glucans produced by glucansucrases
from Streptococcus spp. In addition, completely linear, non-crystalline
dextrans and mainly 1,3-linked mutans were produced by using the
glucansucrases SSAL4550 and SSAL4545, respectively. The latter glu-
cans were (in part) crystalline, which was in accordance with previously
described linear 1,3-linked glucans (Kobayashi et al., 2017; Ogawa
et al., 1994). The existence of water-insoluble a-glucans (glucansucrase
SSAL4540) with 1,6-, 1,3-, and 1,4-linkages within the backbone was
also demonstrated for the first time. Furthermore, we can conclude that
the fine structures of the mixed-linkage glucans are very diverse and that
the formation of crystalline or crystal-like areas is dependent on the
molecular structure. Altogether, the combination of several analytical
methods yielded detailed information on the fine structures of the glu-
cans investigated.
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Detailed structural characterization of five water-insoluble a-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
S1. GTF: glucosyltransferase.

results from Fig.

Glucansucrase | Protein Accession | Strain Glucansucrase of
Number this study
GTF-l Streptococcus
(GTF-B) AFM81411.1 mutans GS-5 SMUT1102
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GTF-L 49.85 49.63 47.92 47.94 45.88 46.23 53.36 100.00
SSAL4545 47.78 47.78 46.70 46.66 51.17 51.53 4418 44.73
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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.
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Fig. S3. GC-MS chromatograms of partially methylated alditol acetates (PMAA) derived from
glucans produced by glucansucrases SMUTI1101, 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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Glep: glucopyranose, t: terminal, the numbers indicate the position of substitution.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Several lactic acid bacteria are able to produce water-soluble and water-insoluble homoexopolysaccharides
Dextran (HOEPS) from sucrose. In this study, structures of all HOEPS which were fermentatively produced by Leuconostoc
Mutan mesenteroides subsp. dextranicum NRRL B-1121 and B-1144, Leuconostoc oides subsp. eroides NRRL
II:IEIYSRI?C RI B-1149, B-1438 and B-1118, Leuconostoc suionicum DSM 20241, and Liquorilactobacillus satsumensis DSM 16230
Enzymatic hydrolysis were systematically analyzed. Monosaccharide analysis, methylation analysis, NMR spectroscopy, size-exclusion
HPAEC.PAD/MS chromatography, and different enzymatic fingerprinting methods were used to obtain detailed structural in-

formation. All strains produced water-soluble dextrans and/or levans as well as water-insoluble glucans. Levans
showed different degrees of branching and high molecular weights, whereas dextrans had comparable structures
and broader size distributions. Fine structures of water-soluble HOEPS were analyzed after endo-dextranase and
endo-levanase hydrolysis. Water-insoluble glucans were composed of different portions of 1,3-linkages (5 to 40
%). Hydrolysis with endo-dextranase and endo-mutanase yielded further information on block sizes and varying
fine structures. Overall, clear differences between HoEPS yields and structures were observed.

1. Introduction families 70 and 68 and synthesize a-glucans and B-fructans, respectively

(van Hijum, Kralj, Ozimek, Dijkhuizen, & van Geel-Schutten, 2006).

Several lactic acid bacteria produce exopolysaccharides (EPS) with
different structural characteristics and physicochemical properties.
These exopolysaccharides are of particular interest, because lactic acid
bacteria are widely spread, considered safe, and used by humans to
produce fermented foods. Apart from potential health promoting prop-
erties, exopolysaccharides have different potential applications as hy-
drocolloids and dietary fiber in foods (Monsan et al., 2001; Zannini,
Waters, Coffey, & Arendt, 2016). Because their applicability depends on
the chemical structure, elucidation of monosaccharide compositions,
molecular weights and linkage types as well as fine structures of exo-
polysaccharides is important.

Although some lactic acid bacteria synthesize hetero-
exopolysaccharides (HeEPS), the formation of homoexopolysaccharides
(HoEPS) from sucrose by extracellular glucan- und fructansucrases is
most common. These enzymes belong to glycoside hydrolase (GH)

B-fructans can be classified into inulins, which are composed of $-1,2-
linked fructofuranoses (Fruf) with ramifications at position 06, and
levans, which are composed of p-2,6-linked Fruf with ramifications at
position 02 (Monsan et al., 2001; van Hijum et al., 2006). Structure
elucidation of selected bacterial fructans was performed in several
studies (Bouallegue et al., 2020; Haddar et al., 2021; Han & Clarke,
1990; Hancock, Marshall, & Weigel, 1976; Pei, Ma, Chen, & Liu, 2020;
Shi, Hou, Xu, Mgrkeberg Krogh, & Tenkanen, 2019; Simms, Boyko, &
Edwards, 1990).

Generally, bacterial a-glucans have a high structural diversity: They
are composed of glucopyranoses (Glcp) which form a backbone with 1,3-
, 1,4-, or 1,6-linkages. This backbone can be branched at different po-
sitions and to varying extents, whereas monomeric as well as di- and
oligomeric side chains may occur (Ebisu, Misaki, Kato, & Kotani, 1974;
Hare, Svensson, & Walker, 1978; Inoue, Yakushiji, Katsuki, Kudo, &

Abbreviations: HoEPS, homoexopolysaccharides; EPS, exopolysaccharides; TFA, trifluoroacetic acid; PMAA, partially methylated alditol acetate; HPAEC-PAD,
high performance anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection; RI, refractive index; GC, gas chromatography; FID, flame ionization de-
tector; MS, mass spectrometry; ESI, electrospray ionization; HPSEC, high performance size exclusion chromatography; Fruf, fructofuranose; Glep, glucopyranose;
DMSO, dimethyl sulfoxide.

* Corresponding author at: Martin Luther University Halle-Wittenberg, Institute of Chemistry, Food Chemistry, Kurt-Mothes-Strae 2, 06120 Halle (Saale),
Germany.
E-mail address: danicl.wefers@chemie.uni-halle.de (D. Wefers).
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Koga, 1988; Miinkel et al., 2019; Miinkel & Wefers, 2019; Wiater,
Choma, & Szczodrak, 1999). Glucans with a 1,6-linked backbone are
referred to as dextrans, whereas glucans which contain mainly 1,3-
linked Glcp backbone units are often called mutans. The backbone
structure significantly influences water solubility: while dextrans are
water-soluble, a certain amount and distribution of a-1,3-linkages leads
to water-insoluble glucans. Although the exact criteria are not yet fully
understood, sections with consecutive 1,3-linkages seem to be an
important aspect for water-insolubility (Coté, Ahlgren, & Smith, 1999;
Coté & Leathers, 2009; Hare et al., 1978; Tsumuraya & Misaki, 1979;
Wiater et al., 1999; Wiater, Pleszczynska, Préochniak, & Szczodrak,
2012). A first comprehensive attempt to analyze and compare structures
of water-soluble and water-insoluble glucans from multiple bacterial
strains was performed by Jeanes et al. (1954). Later on, several
comparative studies regarding the structure of different glucans were
published (Jeanes, Haynes, & Wilham, 1955; Pearce, Walker, Slodki, &
Schuerch, 1990; Slodki, England, Plattner, & Dick, 1986). However,
these investigations were based on only one or two analytical methods,
such as methylation analysis, appearance, viscosity, and the amount of
main enzymatically released products. Nevertheless, details on the
molecular structure were not obtained by using these methods. In
particular, detailed structural characterization of water-insoluble glu-
cans was only performed for a small number of selected strains and
enzymes (Coté et al., 1999; Coté & Leathers, 2009; Coté & Skory, 2012;
Ebisu et al., 1974; Funane et al., 2001; Hare et al., 1978; Inoue et al.,
1988; Tsumuraya & Misaki, 1979; Wangpaiboon et al., 2020; Wiater
et al., 1999).

Strains of the genera Streptococcus, Lactobacillus, and Leuconostoc
produce water-insoluble a-glucans as well as water-soluble dextrans
and/or fructans (Diaz-Montes, 2021; Hare et al., 1978; Korakli & Vogel,
2006; Kralj et al., 2004; Monsan et al., 2001; Morales-Arrieta, Rodri-
guez, Segovia, Lopez-Munguia, & Olvera-Carranza, 2006; Miinkel &
Wefers, 2019; Zahnley & Smith, 1995). Thus, to understand the overall
production of HoEPS by a single bacterial strain, investigations on
glucan and fructan yields and structures are crucial. Birkhed, Rosell, and
Granath (1979) for example investigated the water-soluble HoEPS from
several Streptococcus strains. They analyzed monosaccharide composi-
tions and glycosidic linkages by methylation analysis as well as

Table 1
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molecular weight distributions by gel chromatography. They found both
inulin-type and levan-type fructans as well as dextrans with different
molecular weights. For HoEPS of Lactobacillus and Leuconostoc strains,
comprehensive studies have not been conducted, yet. Therefore, the aim
of this study was to extend our knowledge of the compositions and fine
structures of water-soluble and water-insoluble HoEPS synthesized by
different strains of Lactobacillus and Leuconostoc. Our hypothesis was
that Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides and subsp. dex-
tranicum as well as Leuconostoc suionicum and Liquorilactobacillus satsu-
mensis produce different amounts of water-soluble and water-insoluble
HoEPS which differ in their linkage compositions as well as their fine
structures. We selected seven strains for which only limited information
on HoEPS composition and structure has been published (reviewed in
Table 1). For structural characterization, several analytical approaches,
including enzymatic hydrolysis, mono- and oligosaccharide analysis,
high performance size exclusion chromatography and methylation
analysis were used. From the application and combination of these
methods we obtained detailed and comprehensive information on the
polysaccharide structures.

2. Experimental
2.1. Materials

The bacteria used in this study were obtained from two culture col-
lections: Agricultural Research Service Culture Collection (NRRL),
Peoria, IL, USA and German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ) GmbH, Braunschweig, Germany. If not stated other-
wise, all chemicals used were of “p.a.” grade or better and were pur-
chased from Carl Roth (Karlsruhe, Germany), Merck (Darmstadt,
Germany), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA), VWR (Darm-
stadt, Germany) and Griissing GmbH (Filsum, Germany). Endo-
dextranase (EC 3.2.1.11) from Chaetomium sp., 8000 U/mL was pur-
chased from Megazyme (Bray, Ireland). Endo-levanase BT1760 (EC
3.2.1.65, accession number AAO76867.1) from Bacteroides thetaiotao-
micron DSM 2079 (Mardo et al., 2017) and endo-mutanase SSAL4105
(EC 3.2.1.59, accession number AIY20934.1) from Streptococcus sali-
varius DSM 20560 were obtained by amplification of the corresponding

Strains used in this study and literature data on their HoEPS. NRRL: Agricultural research service collection, DSM: German Collection of Microorganisms and Cell

Cultures GmbH, Glep: Glucopyranose, GH: Glycoside hydrolase.

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum

NRRL B-1121 Glucans: 20-30 % 1,3-linked, water-insoluble, 50 % is solubilized by mutanase (Jeanes et al., 1954; Pearce et al., 1990)
NRRL B-1144 Glucans: 5 % 1,3-linkages, water-soluble (Jeanes et al., 1954)

Leuconostoc oides subsp. oides

NRRL B- Active glucan- and fructansucrase (identity of fructans unknown); water-insoluble (Jeanes et al., 1954; Pearce et al., 1990; Seymour & Knapp, 1980; Shukla

1149 glucans: 40 % 1,3-linkages, incompletely solubilized by mutanase (80 %), no 1,3,6-
linked branched units, long sequences of 1,3-Glcp
NRRL B- Glucans: 10-20 % 1,3-linkages, water-insoluble & water-soluble, completely
1438 solubilized by mutanase
NRRL B- More water-insoluble than water-soluble glucans; water-insoluble glucans: 10-20 %
1118 1,3-linkages, completely solubilized by mutanase; recombinant glucansucrase: water-

insoluble glucans with equal amounts of 1,3 and 1,6-linkages, probably both in long

sequences; recombinant levansucrase: levans (molecular weight: 10° Da)

et al., 2011; Shukla & Goyal, 2013; Slodki et al., 1986)
(Jeanes et al., 1954; Jeanes et al., 1955; Pearce et al., 1990)
(Coté & Skory, 2012, 2016; Coté, Skory, Unser, & Rich, 2013; Jeanes et al.,

1954; Olvera, Centeno-Leija, & Lopez-Munguia, 2007; Pearce et al., 1990;
Slodki et al., 1986)

Leuconostoc suionicum

DSM 20241 Active dextransucrase (products unknown)

(Chun, Lee, Jeon, Kim, & Jeon, 2017; Nolte, Kempa, Schlockermann, Hochgiirtel,

& Schorken, 2019)

Liquorilactobacillus satsumensis

DSM 16230

Produces water-insoluble polysaccharide from sucrose; Encodes for GH70, GH13 enzymes, but no GH68 enzyme

(Coté et al., 2013; Sun et al., 2015)
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genes by PCR (genomic DNA was purchased from DSMZ), molecular
cloning of the genes, and heterologous expression of the recombinant
proteins in E. coli. A detailed description of the protocol is given by
Miinkel et al. (2019). Only minor modifications were applied in this
study. The annealed gene-vector product of the endo-levanase encoding
gene was transformed to 5a-competent E. coli cells (High efficiency,
NEB, USA), cell lysis was performed using a sonifier (SFX250, Branson
Ultrasonics Corporation USA), and proteins were purified with HisPur
Ni-NTA resin (Thermo Fisher Scientific).

2.2. Exopolysaccharide synthesis and isolation

Lactic acid bacteria were cultured in MRS medium (10 g/L soy
peptone, 10 g/L meat extract, 5 g/L yeast extract, 1 g/L Tween80, 2 g/L
dipotassium phosphate, 5 g/L sodium acetate, 2 g/L diammonium cit-
rate, 0.2 g/L magnesium sulfate, 0.05 g/L manganese sulfate, pH 6.2) as
described by Miinkel et al. (2019). An overnight preculture was grown
statically at 30 °C in MRS4 medium (MRS supplemented with 5 g/L
glucose, 5 g/L fructose and 10 g/L maltose). HOEPS production was
achieved by inoculating MRSSuc medium (MRS supplemented with 80
g/L sucrose) with 10 mL of the preculture in a 1 L Schott flask, filling up
to the lip with MRSSuc, sealing, and incubating for 30 h at 30 °C and
shaking at 70 rpm.

For HoEPS isolation, cultures were first centrifuged for 10 min at
3328 rcf. The resulting residues (containing water-insoluble HoEPS and
cells) were washed with ultrapure water until the supernatants were
colorless and clear. To precipitate water-soluble HoEPS from the com-
bined supernatants two volumes of ethanol (96 % v/v) were added, the
mixture was cooled to 4 °C and incubated overnight. Precipitated water-
soluble HOEPS were collected by centrifugation as described above,
redissolved in 1 M NaOH, and centrifuged to remove the water-insoluble
residue. The supernatant was neutralized with HCI, dialyzed against
water for 48 h (molecular weight cut off: 14 kDa) and lyophilized to
obtain the water-soluble HoEPS fractions.

HoEPS in the water-insoluble residue containing cells obtained from
the first centrifugation step were dissolved in 1 M NaOH and cell debris
were removed by centrifugation (30 min, 3328 rcf). The supernatants
were neutralized with HCl and precipitated as described above. Pre-
cipitates were recovered by centrifugation, dialyzed against water for
48 h (molecular weight cut off: 14 kDa), and lyophilized to obtain the
water-insoluble HoEPS fractions. Yields of water-soluble and water-
insoluble fractions were quantified by weighing the dried HoEPS.

2.3. Monosaccharide composition analysis

The monosaccharide composition of the isolated HoEPS was deter-
mined after two different trifluoroacetic acid (TFA) hydrolyses. In the
case of water-soluble HoEPS, an aliquot (containing 20 pg poly-
saccharide) of an aqueous solution was dried prior to TFA hydrolysis.
For water-insoluble HoEPS about 1 mg of the dried sample was directly
hydrolyzed. The samples were hydrolyzed with 500 pL of 2 M TFA for
60 min at 121 °C for glucose determination and with 500 pL of 1 M TFA
for 30 min at 70 °C for fructose determination. In both cases, TFA was
removed by evaporation and subsequent co-evaporation with ethanol.
The dried samples were redissolved in ultrapure water and analyzed by
high performance anion exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD) on an ICS-3000 system (Thermo
Fisher Scientific, Sunnyvale, CA, USA). Separation was achieved by
using a CarboPac PA20 column (150 mm x 3 mm i.d., 6.5 pm particle
size, Thermo Fisher Scientific) and quantification was performed by
using an external calibration. The column temperature was 30 °C and
the detector temperature was 25 °C. The following gradient with a flow
rate of 0.4 mL/min was used: column equilibration with 10 mM NaOH
for 15 min prior to every run; 0-20 min: Isocratic 10 mM NaOH; 20-30
min: Linear gradient from 10 mM NaOH to 200 mM NaOH; 30-40 min:
Isocratic 200 mM NaOH + 200 mM sodium acetate; 40-50 min: Isocratic
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200 mM NaOH.
2.4. Enzymatic hydrolyses and oligosaccharide analysis

2.4.1. Endo-dextranase hydrolysis

Small amounts (1 mg) of water-soluble HoEPS were hydrolyzed,
whereas water-insoluble HoEPS were hydrolyzed on a larger scale (200
mg). This was necessary because the residue obtained from the hydro-
lysis of water-insoluble glucans was further investigated (see below). For
the hydrolysis a 1 mg/mL sample solution/dispersion was incubated
with endo-dextranase (5 U/mg sample) for 24 h at 40 °C and shaken at
400 rpm (small scale) or 150 rpm (large scale). The enzyme was inac-
tivated by heating to 95 °C for 15 min. Samples were centrifuged and the
supernatant was analyzed by HPAEC-PAD as described in Section 2.4.4.
The water-insoluble residue after hydrolysis of the water-insoluble
HoEPS was washed with ultrapure water, an aliquot was hydrolyzed
with endo-mutanase (Section 2.4.2), and the remaining water-insoluble
residue was lyophilized and weighed for semiquantification.

2.4.2. Endo-mutanase hydrolysis of water-insoluble products after endo-
dextranase hydrolysis of water-insoluble HOEPS

About 1 mg of wet, water-insoluble residue from endo-dextranase
treatment was suspended in 100 pL of ultrapure water and incubated
with 60 pg of endo-mutanase (obtained from heterologous expression)
for 24 h at 37 °C and 200 rpm. The enzyme was inactivated by the
addition of two volumes of ethanol. Ethanol was evaporated for 2 h at
45 °C under vacuum and the sample was resuspended in 100 pL of ul-
trapure water. After centrifugation the supernatant was analyzed by
HPAEC-PAD/mass spectrometry (MS) as described in Section 2.4.4.

2.4.3. Endo-levanase hydrolysis of water-soluble HoEPS

300 pL of a 3 mg/mL aqueous solution of water-soluble HoEPS was
incubated with 40 pg of endo-levanase (obtained from heterologous
expression) for 24 h at 40 °C and 400 rpm. Inactivation was achieved by
heating to 95 °C for 15 min and protein was removed by centrifugation.
The supernatant was analyzed by HPAEC-PAD/MS (Section 2.4.4).

2.4.4. Analysis of enzymatically liberated oligosaccharides

Enzymatically hydrolyzed samples were analyzed by HPAEC-PAD on
an ICS-6000 system (Thermo Fisher Scientific) equipped with a Carbo-
Pac PA200 column (250 x 3mm i.d., 5.5 pm particle size, Thermo Fisher
Scientific). Temperatures and flow rate are described in Section 2.3. The
following gradient composed of four eluents (A: ultrapure water, B: 10
mM NaOH, C: 200 mM NaOH, D: 200 mM NaOH + 500 mM sodium
acetate) was used for separation: column equilibration with 100 % B for
20 min prior to every run; 0-10 min: Isocratic 100 % B; 10-20 min:
Linear gradient to 50 % C + 50 % A; 20-45 min: Linear gradient to 50 %
A, 30 % C + 20 % D; 45-55 min: Linear gradient to 50 % A + 50 % D;
55-65 min: Linear gradient to 100 % D; 65-80 min: Isocratic 100 % D;
80-95 min: Isocratic 100 % C.

Oligosaccharides from dextranase hydrolysis were identified via
comparison of their retention times to the oligosaccharides described by
Miinkel et al. (2019). To identify unknown oligosaccharides released by
mutanase and levanase, HPAEC-PAD was coupled to an LTQ-XL linear
ion trap mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific). A post column
split allowed simultaneous PAD and MS analysis. Prior to MS analysis,
desalting of the eluent was achieved by an AERS 500e suppressor (4 mm,
Thermo Fisher Scientific). To facilitate ionization by electrospray ioni-
zation (ESI), 500 pM LiCl was added at a flow rate of 0.05 mL/min (AXP-
MS pump, Thermo Fisher Scientific). The source temperature was 300 °C
and lithium adducts of oligosaccharides were detected in positive mode.

2.5. Methylation analysis

Methylation analysis of water-soluble and water-insoluble fractions
as well as water-insoluble residues after endo-dextranase hydrolysis of
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water-insoluble glucans was carried out as described in detail by Ernst,
Werner, and Wefers (2023). In brief, all samples were methylated by
methyl iodide in dimethyl sulfoxide (DMSO)/NaOH(s). An ultrasonic
treatment was used to dissolve/swell the sample in DMSO and a second
ultrasonication was carried out after addition of NaOH. Methylation was
repeated once and different hydrolysis procedures were used for the
HoEPS fractions. Water-insoluble samples were hydrolyzed with 2 M
TFA for 60 min at 121 °C and water-soluble HOEPS were methylated and
hydrolyzed in two batches: One batch was hydrolyzed with 1 M TFA for
30 min at 70 °C to analyze partially methylated alditol acetates (PMAAs)
derived from fructans. The second batch was hydrolyzed with 3 M TFA
for 90 min at 121 °C to obtain information on glucans. Partially meth-
ylated monosaccharides were reduced by using NaBD4 and acetylated by
using acetic anhydride and 1-methylimidazole. PMAAs were separated
by gas chromatography (GC), identified by their mass spectra and
quantified by flame ionization detection (FID). The molar response
factors described by Sweet, Shapiro, and Albersheim (1975) were used.

2.6. High performance size exclusion chromatography with refractive
index detection (HPSEC-RI)

HPSEC-RI analysis of water-insoluble HoEPS and the water-insoluble
residues, which resulted from endo-dextranase hydrolysis, was con-
ducted on an HPLC-RI system (P6.1L, AS6.1L, RID 2.1L, Knauer, Ger-
many) equipped with a GRAM column (300 x 8 mm, particle size 10 pm)
(PSS, Germany). DMSO with 100 mM LiCl was used as eluent at a flow
rate of 0.2 mL/min. Column temperature was 80 °C and RI temperature
was 35 °C. Samples were solubilized as follows: 1 mg of lyophilized
water-insoluble glucans and water-insoluble residues were swollen in
500 pL of DMSO by shaking overnight at 60 °C and 1500 rpm. Subse-
quently, 2 mg of LiCl(s) were added (resulting concentration: 100 mM
LiCl) and the samples were shaken overnight (60 °C, 1500 rpm). A
second LiCl(s) addition (2 mg) was conducted, the samples were again
shaken overnight at 60 °C and 1500 rpm and finally 500 pL of DMSO was
added to obtain a concentration of 100 mM LiCl. This procedure allowed
for the dissolution of all water-insoluble glucans. The molecular weight
of the glucan samples was estimated by using standard dextrans with
known molecular weight (dextran blue, 670 kDa, 270 kDa and 12 kDa,
Sigma Aldrich, Germany; 64.3 kDa, PSS, Germany).

For HPSEC-RI analysis of water-soluble HoEPS, an Agilent 1100 Se-
ries HPLC equipped with a 1260 Infinity II refractive index detector and
a TSKgel G5000 PWyj, column (300 x 7.8 mm, particle size 10 pm;
TOSOH, Japan) was used. Water-soluble HoEPS were dissolved in ul-
trapure water (final concentration: 1 mg/mL) and filtered (syringe filter
0,45 pm, Nylon). Ultrapure water supplemented with 0.5 g/L NaNj as
preservative was used as eluent at a flow rate of 0.4 mL/min at 40 °C. RI
detector temperature was 35 °C.

2.7. 'H NMR spectroscopy

Water-soluble HoEPS were analyzed by 'H NMR spectroscopy on a
400 MHz VNMRS or a 500 MHz DD2 spectrometer (Agilent, Santa Clara,
CA, USA). Freeze-dried samples were solubilized in DO (10-20 mg/mL)
and acetone was added as reference (referenced to 2.22 ppm according
to Gottlieb, Kotlyar, and Nudelman (1997)).

3. Results and discussion

Seven lactic acid bacteria strains were selected for the production of
water-soluble and water-insoluble HoEPS (Table 1). HoEPS synthesis
was performed under identical conditions and absolute yields of water-
soluble and water-insoluble HoEPS fractions varied from 0.2 to 15.5 g/L
culture (Fig. 1). Total HoEPS yields varied from 5 to 22 g/L, which was
equivalent to 13-55 % of the maximum yield of 40 g/L (calculated from
the amount of available sucrose in the cultures). Jeanes et al. (1954 and
1955) described yields of up to 10 % of the available sucrose for strains

liv
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Fig. 1. Absolute yields of isolated water-soluble and water-insoluble HoEPS
fractions obtained from 1 L of culture of the seven lactic acid bacteria strains
used in this study (Table 1). Yields were determined gravimetrically.

NRRL B-1121, B-1144, B-1149, B-1438, and B-1118, whereas other
strains used up to 30 % of the available sucrose for dextran synthesis.
However, it must also be considered that HoEPS yields may vary
considerably when the incubation conditions are modified. Neverthe-
less, high yields are a basic requirement for applications as hydrocol-
loids or dietary fiber. In this regard, strains NRRL B-1144, B-1118, DSM
20241, and DSM 16230 which in total used at least 25 % of the available
sucrose for HOEPS production are promising candidates for HoEPS yield
optimization.

Notably, varying relative yields of water-soluble and water-insoluble
HoEPS were obtained for individual strains. NRRL B-1149 and DSM
20241 synthesized mainly water-soluble HoOEPS. NRRL B-1438 and DSM
16230 produced equal amounts of water-soluble and water-insoluble
HoEPS, whereas higher portions of water-insoluble HoEPS were ob-
tained from NRRL B-1121, B-1144, and B-1118. For NRRL B-1118, Coté
et al. (2013) also described the production of more water-insoluble than
water-soluble glucans and for NRRL B-1438, Jeanes et al. (1955) found
more water-insoluble than water-soluble dextrans. As described above,
differences may occur due to different culture conditions. For the other
strains used in this study, relative yields have not been described pre-
viously. However, water-soluble HoEPS production was known for
NRRL B-1144, and water-insoluble HoEPS production has been
described for NRRL B-1121, B-1149, B-1438, B-1118 and DSM 16230
(see Table 1). In this study, all strains produced water-soluble and water-
insoluble HoEPS, and thus several HoEPS fractions have not been
considered yet. Therefore, the water-soluble as well as the water-
insoluble HoEPS were analyzed separately for their monosaccharide
composition, linkage types, enzymatically released oligosaccharides,
and molecular sizes.

3.1. Water-soluble HoEPS

3.1.1. Monosaccharide composition of water-soluble HoEPS

To obtain basic information on the identity of the water-soluble
HoEPS, the monosaccharide compositions were analyzed by HPAEC-
PAD after TFA hydrolysis. The results are shown in Fig. 2. All HoEPS
were composed of glucose and/or fructose which demonstrated that
water-soluble glucans and/or fructans were present. All detected
monosaccharides were released from polysaccharides because no free
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Fig. 2. Monosaccharide composition of water-soluble HoEPS obtained from the
seven lactic acid bacteria strains used in this study (Table 1). Monosaccharides
were analyzed by HPAEC-PAD after two TFA hydrolyses (glucose: 2 M TFA,
121 °C, 60 min; fructose: 1 M TFA, 70 °C, 30 min). All analyses were performed
in duplicate.

monosaccharides or oligosaccharides were detected when the untreated
HoEPS were analyzed by HPAEC-PAD. Galactose and mannose were
only detected in trace amounts which demonstrates that media com-
ponents were efficiently removed.

From the portions of the corresponding monosaccharides, it was
concluded that glucans, fructans, and mixtures of both polysaccharides
were present: Water-soluble HoEPS from strains NRRL B-1149, B-1118,
and DSM 20241 consisted mainly of fructans, whereas HoEPS of DSM
16230 were glucans. Strains NRRL B-1121, B-1144 and B-1438 syn-
thesized both, water-soluble glucans and fructans.

The expression of levansucrases is known for NRRL B-1149, and B-
1118 (Table 1), but synthesis of fructans by strains NRRL B-1121, B-
1144, B-1438, and DSM 20241 was not expected. According to the

>
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literature in Table 1, all seven strains were expected to synthesize water-
soluble or water-insoluble glucans. While all strains indeed formed
water-insoluble glucans (Section 3.2), water-soluble glucans were solely
described for NRRL B-1144, B-1438, and B-1118. In particular, DSM
16230 produced high amounts of water-soluble glucans, whereas DSM
20241 produced high amounts of fructans (Figs. 1 and 2).

3.1.2. Methylation analysis of water-soluble HoEPS

Methylation analysis was carried out to obtain information on the
glycosidic linkages of water-soluble HoEPS. Different conditions were
used to analyze the individual HoEPS (see Section 2.5), because glucans,
fructans, and mixtures of both polysaccharides were obtained. In a
previous study, we showed that the applied hydrolysis conditions are
suitable to determine the linkage composition of each HoEPS individu-
ally and in a mixture of both (Ernst et al., 2023). PMAAs derived from
fructans were detected in all samples except for the water-soluble frac-
tion of DSM 16230, which was in good agreement with the results from
monosaccharide analysis (see Section 3.1.1). All fructans were
composed of 2,6-linked, 1,2,6-linked, and terminal Fruf units which
demonstrated that levan-type fructans were present. However, the
portions of the individual PMAAs varied considerably. To describe the
overall structure of the levans, the degree of branching was calculated
from the ratio of branched backbone units (1,2,6-Fruf) and total back-
bone units (2,6-Fruf + 1,2,6-Fruf). The degree of branching varied be-
tween 7 % and 24 % which demonstrated considerable structural
differences between levans (Fig. 3A).

The results for water-soluble glucans produced by NRRL B-1121, B-
1144, B-1438, and DSM 16230 showed that all glucans were composed
of comparable portions of 1,6-linked Glcp units and 1,3,6-linked Glcp
units (Fig. 3B). Furthermore, small portions (about 5 %) of 1,3-linked
Glcp units were detected. Thus, all water-soluble glucans were dex-
trans with side chains at position O3 and small portions of 1,3-linked
units. 'H NMR spectra (Fig. S1) also confirmed the presence of dex-
trans and levans in water-soluble HoEPS fractions. The linkage type
composition of dextrans is comparable to that of many other dextrans
from Leuconostoc and Lactobacillus (Coté et al., 2013; Jeanes et al., 1954;
Monsan et al., 2001; Pearce et al., 1990; Slodki et al., 1986), wheares
levans possessing high portions of branch points up to 24 % are rather
rare (Bouallegue et al., 2020; Haddar et al., 2021; Han & Clarke, 1990;
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Fig. 3. Glycosidic linkages (determined by methylation analysis) of water-soluble HoEPS from seven lactic acid bacteria strains (see Table 1). A: Degree of branching
of levans (calculated by dividing branched units (1,2,6-Fruf) by all backbone units (1,2,6-Fruf and 2,6-Fruf)). B: Portions of glucose glycosidic linkages. t: terminal,
Glep: glucopyranose, numbers indicate the position of substitution in the monosaccharide unit. All analyses were performed in duplicate.
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Hancock et al., 1976; Simms et al., 1990). Thus, investigation of their
physiochemical properties could improve the understanding of the ef-
fect of side chains in levans.

3.1.3. Endo-dextranase and endo-levanase hydrolysis of water-soluble
HoEPS

To obtain information on the dextran and levan fine structures,
HoEPS were hydrolyzed with endo-dextranase and endo-levanase,
respectively. Released oligosaccharides were analyzed by HPAEC-PAD
and identified by reference standard oligosaccharides in the case of
gluco-oligosaccharides (Miinkel et al., 2019; Miinkel & Wefers, 2019) or
by mass spectrometry in case of fructo-oligosaccharides. Endo-
dextranase cleaves a-1,6-linked Glcp units which leads to the liberation
of isomaltose and branched isomalto-oligosaccharides from dextrans
(Miinkel & Wefers, 2019; Pittrof, Kaufhold, Fischer, & Wefers, 2021).
Isomaltose and O3-branched isomalto-oligosaccharides were liberated
from all glucan containing water-soluble HoEPS (Fig. S2). This was in
good agreement with the results from methylation analysis. However,
the liberated oligosaccharides also demonstrated that monomeric,
dimeric as well as oligomeric side chains were present in all glucans. The
oligosaccharide pattern obtained was comparable to the ones obtained
from other dextrans from Leuconostoc or Lactobacillus (Miinkel et al.,
2019; Miinkel & Wefers, 2019).

The HPAEC-PAD chromatograms of endo-levanase hydrolysates of
water-soluble HoEPS are shown in Fig. 4. The chromatograms of the
HoEPS hydrolysates from NRRL B-1149, B-1438, B-1118, and DSM
20241 contained several peaks, whereas the chromatograms of NRRL B-
1121 and B-1144 had low peak intensities and no peaks were detected
for DSM 16230. Thus, significant amounts of oligosaccharides were only
liberated from HoEPS fractions which contained high portions of levans.
Among the liberated fructo-oligosaccharides, two disaccharides as well
as two tri-, tetra-, penta- and hexasaccharides were identified by using
MS. In addition, several oligosaccharides with higher molecular weights
were detected between 50 and 65 min. Different elution times indicated
that oligosaccharides with the same degree of polymerization had
varying structures. Therefore, linear 2,6-linked oligosaccharides as well
as fructo-oligosaccharides resulting from ramifications were present.

3.1.4. HPSEC-RI analysis of water-soluble HoEPS

For comparison of molecular weights, water-soluble HoEPS were
analyzed by HPSEC-RI (Fig. 5). HOEPS from DSM 16230, NRRL B-1144,
and B-1121 showed a rather broad RI elution pattern and thus a broad
size distribution. However, the early eluting peak (~6 mL) in the elu-
gram of dextrans from DSM 16230 indicated that these dextrans con-
tained a fraction with a very high molecular weight. HoEPS from NRRL
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Fig. 4. HPAEC-PAD chromatograms of endo-levanase hydrolysates of water-
soluble HoEPS from seven lactic acid bacteria strains (Table 1). Degree of
polymerization (DP) of the individual oligosaccharides was determined by mass
spectrometry and is given above the peaks.

Ivi

Carbohydrate Polymers 323 (2024) 121417

%
(N
%
%
6/
%

water-soluble
HoEPS

— hydrolyzed

unmodified

(XY 07

0, %o, D
ks i 4
ofe, ", &

DSM 16230

DSM 20241

NRRL B-1118

Intensity [uRIU]

NRRL B-1438

NRRL B-1149

NRRL B-1144

NRRL B-1121

dextranase

T T T J\

7 8 9 10 11 1
Volume [mL]

5 6 2

Fig. 5. HPSEC-RI elugrams of water-soluble HoEPS (black) obtained from
seven lactic acid bacteria strains (Table 1) and their endo-dextranase hydroly-
sates (green). Peak maxima of size standards with known molecular masses are
indicated by reference lines (V, was determined by using glucose) and the
elugram of endo-dextranase is given for comparison.

B-1149, B-1438, B-1118, and DSM 20241 showed an intense peak at
elution volumes between 6 and 8 mL. Thus, these HOEPS were mainly
composed of a high molecular weight fraction which is larger than 670
kDa. Notably, all of these HoEPS contained at least 50 % levans (see
Section 3.1.1), whereas the HoEPS with a broader molecular weight
distribution contained at least 50 % dextrans.

Endo-dextranase was used to identify which polysaccharide fractions
can be assigned to dextrans. HoEPS from NRRL B-1121, B-1144 and DSM
16230 were hydrolyzed to a significant extent which led to the disap-
pearance of early-eluting, high molecular weight material and to the
formation of low molecular weight compounds. The elution profiles of
HoEPS from NRRL B-1149, B-1118 and DSM 20241 after endo-
dextranase hydrolysis were unchanged compared to untreated HoEPS,
whereas a slight reduction in size was observed for NRRL B-1438. Minor
variations in the peak intensities between the unmodified and hydro-
lyzed samples are most likely caused by slight variations in poly-
saccharide solubility before and after enzymatic hydrolysis. Altogether,
the dextrans in the samples had a broad molecular weight distribution,
and their size was reduced by endo-dextranase hydrolysis. Furthermore,
the molecular sizes of levans from NRRL B-1149, B-1118 and DSM
20241 were in the range from 670 kDa to 2 million Da (dextran blue).

The estimated molecular weights of the levans were in accordance
with the molecular weights of other microbial levans (Srikanth, Reddy,
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Siddartha, Ramaiah, & Uppuluri, 2015), wheareas most fermentatively
synthesized dextrans of Leuconostoc and Lactobacillus strains showed
higher molecular weights than the dextrans in this study (Diaz-Montes,
2021).

It is worth noting that in the characterized mixtures of levans and
dextrans, levans showed higher molecular weights. Comparisons of
fermentatively synthesized dextrans and levans molecular sizes have
sparsely been found in literature. For Lactobacillus reuteri HoEPS, van
Geel-Schutten et al. (1999) found a-glucans which showed a higher
molecular weight than the levans produced by this strain. In contrast,
levans from water kefir showed a higher molecular weight than dextrans
(Fels, Jakob, Vogel, & Wefers, 2018).

3.1.5. Overall structure of water-soluble HoEPS

Water-soluble HoEPS synthesized by the seven lactic acid bacteria
strains were obtained in yields ranging from 0.2 to 15.5 g/L culture.
They consisted of dextrans and levans in different portions. Dextran
structures were similar and all dextrans were hydrolyzed with endo-
dextranase to isomaltose and isomalto-oligosaccharides with mono-
meric, dimeric as well as oligomeric side chains at position O3. There-
fore, all dextrans had a comparable structure which was also comparable
to other O3-branched dextrans. However, dextrans showed a broad size
distribution ranging from 12 kDa to about 2 million Da (dextran blue) or
more, whereas most dextrans in the literature show higher molecular
weights. Apart from the molecular weight, the degree of branching and
side chain length of dextrans are known to influence their physico-
chemical characteristics (Nachtigall, Hassler, Wefers, Rohm, & Jaros,
2023; Tirtaatmadja, Dunstan, & Boger, 2001). Despite the comparable
degree of branching of the obtained dextrans, their broad size distri-
bution may result in varying viscosities particularly when compared to
dextrans with more narrow size distributions.

Levans showed different degrees of branching (7 % to 24 %) and
endo-levanase hydrolysis released different, presumably linear and
branched oligosaccharides from levans. This indicated a complex
structural architecture. The impact of degrees and distributions of
branching on the physicochemical properties of levans is unknown and
should be subject of further investigations. Furthermore, levans had
rather high molecular weights and narrow size distributions in the range
of 670 kDa to 2 million Da (dextran blue).

3.2. Water-insoluble HOEPS

Only glucose was detected by monosaccharide analysis after TFA
hydrolysis of the seven water-insoluble HoEPS, thus all water-insoluble
HoEPS were glucans.

Carbohydrate Polymers 323 (2024) 121417

3.2.1. Methylation analysis of water-insoluble glucans

Water-insoluble glucans were analyzed by methylation analysis to
obtain information on their glycosidic linkages. Results are shown in
Fig. 6 and revealed that water-insoluble glucans were composed of 1,6-,
1,3- and 1,3,6-linked Glcp units (besides terminal units). Clear variations
were observed for portions of 1,6-linkages (36 to 68 %) and 1,3-linkages
(5 to 40 %). Strains NRRL B-1149 and DSM 20241 synthesized water-
insoluble glucans with approximately equal portions of 1,6-linked and
1,3-linked Glcp units. For glucans of NRRL B-1121, B-1438, and B-1118
about 60 % 1,6-linkages and 20 % 1,3-linkages were determined.
However, while the mentioned glucans all showed comparably high
portions of 1,3-linkages, glucans from NRRL B-1144 and DSM 16230
were mainly 1,6-linked with 1,3-linkages accounting for less than 10 %.
The portions of 1,3,6-linked Glcp units varied between 3 % and 12 %
which demonstrated that all of the analyzed glucans are branched, but to
a rather low extent. Notably, the portions of terminal glucans were
higher than it would be expected from the portions of 1,3,6-linked Glcp
units. However, this is most likely caused by residual sucrose or low
molecular weight compounds which are embedded within the water-
insoluble glucans and solubilized during methylation analysis (Miinkel
et al., 2019). Glycosidic linkages of water-insoluble glucans of NRRL B-
1121, B-1149, B-1438 were in accordance with the literature (Jeanes
et al., 1954; Jeanes et al., 1955; Pearce et al., 1990; Slodki et al., 1986).
For strain NRRL B-1118 only the glucans synthesized by Dsrl glu-
cansucrase were described by Coté and Skory (2012) and for strains
NRRL B-1144, DSM 20241, and 16230 water-insoluble glucans have not
been described yet. Altogether, all water-insoluble glucans of this study
were complex copolymers and contained significant portions of 1,6-
linkages.

Therefore, endo-dextranase hydrolysis was applied to obtain more
information about the different structural elements. Released isomalto-
oligosaccharides in the supernatants were analyzed by HPAEC-PAD as
described in Section 3.1.3 and results are shown in Fig. S2. Isomaltose
and several branched isomalto-oligosaccharides were released by endo-
dextranase. This clearly demonstrated that the 1,6-linked dextran blocks
of the water-insoluble glucans were branched. Notably, comparable
portions of the same compounds were detected in the water-soluble
glucans. Therefore, the dextran blocks within the water-insoluble glu-
cans contained a comparable structural architecture. However, water-
insoluble glucans were incompletely hydrolyzed with endo-dextranase.
The proportions of water-insoluble residues ranged from about 45-85 %
and water-insoluble residues were additionally analyzed by methylation
analysis (Fig. 6). Water-insoluble residues after endo-dextranase hy-
drolysis were mainly composed of 1,3-Glcp units with less than 10 % of
1,6-linkages. Thus, endo-dextranase efficiently hydrolyzed 1,6-linkages
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Fig. 6. Glycosidic linkages of water-insoluble glucans (left) obtained from seven lactic acid bacteria strains (Table 1) and their water-insoluble residues after endo-
dextranase hydrolysis (right). Glycosidic linkages were determined by methylation analysis and all analyses were performed in duplicate. t: terminal, Glep: glu-
copyranose, numbers indicate the position of substitution in the monosaccharide unit.
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and the residue was mostly composed of the 1,3-linked blocks which
render insolubility in water. Notably, the glucan residue of NRRL B-1144
showed an unusually high portion of terminal units. Although the exact
portion was most likely overestimated due to methodological limitations
(a tetrasaccharide would not be insoluble), these results indicated that
the obtained 1,3-linked structural elements may have a lower molecular
weight. All samples contained significant portions of 1,3,6-linked Glcp
units which suggested that ramifications were also present in the 1,3-
linked areas. Seymour and Knapp (1980) supposed a structure with
segments of 1,3-linked Glcp units for water-insoluble glucans of NRRL B-
1149, which was confirmed by the findings in this study.

3.2.2. Endo-mutanase hydrolysis

To obtain further information on the fine structures of the water-
insoluble, mainly 1,3-linked residues from endo-dextranase hydrolysis,
they were hydrolyzed with endo-mutanase. The enzymatically liberated
oligosaccharides were analyzed by HPAEC-PAD/MS and the chromato-
grams are shown in Fig. 7. Endo-mutanase liberated oligosaccharides
from all seven water-insoluble glucan residues, although they were not
hydrolyzed completely. This confirmed that water-insoluble glucans
contain o-1,3-linked Glcp units. In addition to linear nigero-
oligosaccharides ([a-1,3-p-Glcp],), different unknown oligosaccharides
were released which were presumably branched: By using mass spec-
trometric detection we were able to identify two pentasaccharides.
Different portions of these compounds were present in all hydrolysates,
but the highest portions were released from glucan of NRRL B-1149.
Therefore, the 1,3-linked areas could also show a varying structural
architecture. The release of linear nigero-oligosaccharides by endo-
mutanase was described for glucans from Streptococcus bacteria
(Pleszczynska, Boguszewska, Tchorzewski, Wiater, & Szczodrak, 2012;
Tsumori, Shimamura, Sakurai, & Yamakami, 2011).

3.2.3. HPSEC-RI analysis of water-insoluble glucans

HPSEC-RI analysis was performed to analyze the molecular weight
distribution of water-insoluble glucans. To enable HPSEC analysis,
water-insoluble glucans were dissolved in DMSO with 100 mM LiCl and
this solvent was also used as eluent. To gain information about the size
of the 1,3-linked areas, the water-insoluble residues after endo-
dextranase hydrolysis were also analyzed. Fig. 8 shows the elugrams of
the water-insoluble glucans as well as the elugrams of the water-
insoluble residues after endo-dextranase hydrolysis. All water-insoluble

nigerotriose

ni?erose DP 5 nigerotetraose
DSM 16230
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Fig. 7. HPAEC-PAD chromatograms of oligosaccharides liberated by endo-
mutanase from water-insoluble residues after endo-dextranase hydrolysis of
water-insoluble glucans from seven lactic acid bacteria strains (Table 1).
Nigero-oligosaccharides were identified by external standard oligosaccharides
and the degree of polymerization (DP) of some unknown oligosaccharides was
determined by mass spectrometry. Slight retention time shifts in the area of
30-40 min were caused by different impurities as confirmed by stan-
dard compounds.
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Fig. 8. HPSEC-RI elugrams of water-insoluble glucans (black) obtained from
seven lactic acid bacteria strains (Table 1) and their water-insoluble residues
after endo-dextranase hydrolysis (blue). Peak maxima of size standards with
known molecular masses are indicated by reference lines. The elugram of the
hydrolyzed glucans from NRRL B-1144 is enhanced by factor 3.5.

glucans eluted at comparable elution volumes than dextran blue (2
million Da) which indicated comparably high molecular weights.
However, elugrams of water-insoluble glucans showed different size
distributions. Notably, the early eluting peaks disappeared after endo-
dextranase hydrolysis and the water-insoluble residues eluted between
the standard compounds with 270 kDa and 12 kDa (peak maximum at
about 50-60 kDa). Some differences between the individual glucans
could be observed: The residue of glucans from DSM 16230 showed a
peak maximum at about 64.3 kDa, and the residue of glucans from NRRL
B-1144 showed a broader and flat size distribution with slightly smaller
sizes than the other residues. This was in good agreement with the
detection of higher portions of terminal Glcp units in the water-insoluble
residue of NRRL B-1144 glucans (Section 3.2.1). Furthermore, these
results confirmed that terminal units were overestimated for this sam-
ple. Notably, glucans from DSM 16230 and NRRL B-1144 contained high
portions of 1,6-linked Glcp units and a different linkage distribution
could be the reason for the different elution profiles. However, the
overall results of this analysis suggested that all 1,3-linked areas were
rather small and continuously interrupted by dextran structural ele-
ments. A block-wise structure was previously suggested for several
water-insoluble glucans (Coté et al., 1999; Tsumuraya & Misaki, 1979;
Wangpaiboon et al., 2020).
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3.2.4. Overall structure of water-insoluble HoEPS

Water-insoluble HoEPS were glucans with different portions of 1,3-,
1,6-, and 1,3,6-linkages. Portions of 1,3-linked Glcp units ranged from 5
to 40 %. The products of endo-dextranase hydrolysis demonstrated that
all glucans contained dextran blocks with mono-, di-, and oligomeric
side chains. Methylation analysis, high performance size exclusion
chromatography, and endo-mutanase hydrolysis of the water-insoluble
products after endo-dextranase hydrolysis showed that water-insoluble
glucans contained a-1,3-linked blocks of varying sizes and structural
composition. Most likely, 1,3,6-linked units were also present in the 1,3-
linked areas. Water-insoluble glucans had a high molecular weight in the
range of dextran blue (about 2 million Da). Altogether, water-insoluble
glucans contained 1,3-linked blocks which were interrupted by 1,6-
linked blocks. For applications of water-insoluble a-glucans, the effect
of these structural elements on their physicochemical properties remains
to be elucidated.

4. Conclusion

The systematic and comparative characterization of the water-
soluble and water-insoluble HoEPS of seven lactic acid bacteria yiel-
ded detailed information on the HoEPS production of the respective
strains and on the fine structure of the individual polysaccharides. All
bacteria used produced significant amounts of water-soluble HoEPS.
Pure dextrans or levans as well as mixtures of both polysaccharides were
identified and differences in the size distribution were observed: Levans
showed a rather high molecular weight, whereas dextrans had a broad
size distribution. Furthermore, differences in the structural variation
between water-soluble HoEPS were observed: Dextrans showed similar
linkage type portions and degrees of branching, whereas levans differed
in their degree of branching which ranged from 7 to 24 %. By using endo-
dextranase and endo-levanase hydrolysis, various oligosaccharides were
released from all dextrans and levans. The elution patterns suggested
that the different HoEPS had comparable fine structures. Furthermore,
all seven strains produced water-insoluble glucans showing different
portions of 1,3-linkages (5-40 %) and of 1,6-linkages (36-68 %). In
addition to water-soluble, linear and branched isomalto-
oligosaccharides, endo-dextranase hydrolysis released water-insoluble
1,3-linked polysaccharide blocks, which showed varying molecular
weights. Furthermore, it is likely that the 1,3-linked blocks contain
ramifications. Altogether, our results broaden the knowledge on
a-glucan and levan structures and allow selection of appropriate HoEPS
for further research and/or application.
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Comprehensive structural characterization of water-soluble and water-
insoluble homoexopolysaccharides from seven lactic acid bacteria
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Fig. S1: '"H-NMR spectra of water-soluble homoexopolysaccharides (HoEPS) obtained from
seven lactic acid bacteria used in this study (Tab. 1). HOEPS were dissolved in D,O 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 (Miinkel et al., 2019; Miinkel & Wefers, 2019).
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Fructansucrases produce fructans by polymerizing the fructose moiety released from sucrose. Here, we describe
the recombinant expression and characterization of a unique fructansucrase from Lactiplantibacillus plantarum
DKL3 that showed low sequence similarity with previously characterized fructansucrases. The optimum pH and
temperature of fructansucrase were found to be 4.0 and 35 °C, respectively. Enzyme activity increased in
presence of Ca®" and distinctly in presence of Mn?". The enzyme was characterized as an inulosucrase (LpInu),
based on the production of an inulin-type fructan as assessed by NMR spectroscopy and methylation analysis. In

addition to p-2,1-linkages, the inulin contained a few f-2,1,6-linked branchpoints. High-performance size
exclusion chromatography with refractive index detection (HPSEC-RI) revealed the production of inulin with a
lower molecular weight compared to other characterized bacterial inulin. LpInu and its inulin product represent
novel candidates to be explored for possible food and biomedical applications.

1. Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) are mostly found in fermented foods and in
association with animals. LAB synthesize exopolysaccharides (EPS)
which influence the texture of the fermented foods and possibly
contribute to the probiotic nature of LAB (Rana & Upadhyay, 2020).
Although LAB produce both, homopolysaccharides (HoPS) and hetero-
polysaccharides (HePS) in their extracellular environments, HoPS are
synthesized at higher concentrations (Zeidan et al., 2017). Biosynthesis
of the two types of HoPS — fructan and glucan from sucrose is governed
by fructansucrases and glucansucrases which belong to the glycoside
hydrolase (GH) 68 and GH70 families, respectively. Based on the type of
linkage between the fructose residues in the fructan, fructansucrases are
classified into two types. Levansucrases synthesize $-2,6-linked levan
while inulosucrases generate inulin wherein fructose units are f-2,1-
linked (van Hijum, Kralj, Ozimek, Dijkhuizen, & van Geel-Schutten,
2006).

The functional properties of EPS are dictated by their structural
features. For example, the in vivo prebiotic properties of inulin-type
fructans depended on the degree of polymerization (Ito et al., 2011).
Similarly, the thickening ability of EPS from Lactococcus lactis subsp.
cremoris was altered upon altering the chemical side groups (Tuinier
et al., 2001). As the native properties of HoPS such as molecular weight

* Corresponding author.

and branching are dictated by the activity of a single enzyme (glu-
cansucrase or fructansucrase), characterizing novel enzymes and the
HoPS made by them can reveal biotechnologically important
candidates.

Although many bacterial fructansucrases have been cloned and
enzymatically characterized, majority of them (42) are levansucrases
while only five are inulosucrases (https://www.cazy.org/GH68 char
acterized.html). The inulosucrases originated predominantly from
LAB, viz., Lactobacillus johnsonii NCC 533 (Anwar, Kralj, van der Maarel,
& Dijkhuizen, 2008), Lactobacillus gasseri DSM 20243 and 20604 (Anwar
et al.,, 2010), Limosilactobacillus reuteri 121 (van Hijum, van Geel-
Schutten, Rahaoui, van der Maarel, & Dijkhuizen, 2002), and Leuco-
nostoc citreum (Olivares-Illana, Lopez-Munguia, & Olvera, 2003). Pre-
viously, we reported the rare occurrence of GH68 in Lactiplantibacillus
plantarum and the presence in L. plantarum DKL3 of a unique GH68
which showed low sequence similarity to the previously characterized
fructansucrase (Surve, Shinde, & Kulkarni, 2022). Here, we describe
enzymatic properties of fructansucrase and its characterization as an
inulosucrase (LpInu) along with the structural analysis of the inulin
made by this enzyme.
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2. Material and methods

2.1. Assessment of amino acid sequence of L. plantarum DKL3
inulosucrase (LpInu)

The complete open reading frame of inulosucrase was identified by
predicting the CDS in the contigs of L. plantarum DKL3 (Surve et al.,
2022) using ORF finder tool of NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/o
rffinder/) followed by annotation using dbCAN2.0 database (Zhang
et al., 2018). The nucleotide sequence has been submitted to GenBank
(accession no. PP768656). Multiple sequence alignments of inulosucrase
from L. plantarum DKL3 (LpInu) with other inulosucrases were made
using CLUSTAL O (1.2.4) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
). Characteristics features and core regions were determined using
InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). BLASTp (https://blast.nc
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PAGE = Proteins) was used to assess the
unique stretches of amino acid sequences in LpInu. Prediction of the
signal peptide was carried out using SignalP 5.0 (https://services.health
tech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/).

2.2, Recombinant expression and purification of LpInu

E. coli BL21(DE3) was transformed with the recombinant plasmid
carrying the gene encoding LpInu from L. plantarum DKL3 cloned in
pET30b (Surve et al., 2022). This plasmid carried the truncated version
of LpInu lacking the cell-wall anchoring motif (Fig. 1) which is known to
interfere with the heterologous expression of fructansucrases in E. coli
(Anwar et al., 2008; van Hijum et al., 2002). Pre-culture was made from
a transformed colony and was added (2 %) to the LB medium with 50
pug/mL kanamycin. Induction of recombinant protein expression was
achieved by adding 1 mM IPTG at the O.D.goo of 0.5-0.6. After incu-
bation at 18 °C at 150 rpm for 15-18 h, cells were lysed by ultra-
sonication on ice (60 % amplitude, 10-sec on/off, 20 min), and cell
debris removed by centrifugation (12,000 g, 15 min, 4 °C). The recom-
binant LpInu carried 6xHis-tag and was thus isolated from the mixture
by Ni%*-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) affinity chromatography and
analyzed by SDS-PAGE. The protein concentrations were determined
using bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit (Thermo Fisher Scien-
tific) while using BSA as the standard.

2.3. Biochemical characterization of recombinant LpInu

The standard activity assay was carried out in 1 mL reaction volume
containing 20 mM sodium acetate buffer (pH 4.0), 9 ug/mL enzyme,
100 mM sucrose and 1 mM CacCl, at 37 °C for 1 h followed by measuring
the total reducing sugars by DNSA method. One unit of LpInu enzyme
activity was defined as the amount of enzyme that releases 1 pmol of
monosaccharide per min from sucrose. All the enzymatic assays were
carried out in triplicates.

2.3.1. Effects of pH, temperature, and chemicals

The influence of pH on Lplnu’s activity was assessed by using
different buffers (20 mM) at pH close to their pKa (citrate-phosphate
buffer, pH 2.5-6; phosphate buffer, pH 7-8; and NaOH-glycine buffer,
pH 9-10). The effect of temperature was assessed in citrate-phosphate
buffer (20 mM, pH 3.5) at the temperatures from 20 to 60 °C with in-
crements of 5 °C. The rest of the experimental conditions for deter-
mining optimum pH and temperature were the same as detailed above in
the standard assay except for the assay volume which was 250 pl. The
initial velocity was determined by estimating the reducing sugars by 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNSA) assay (Sumner & Graham, 1921). For each
varying pH and temperature, controls without any enzyme were set-up
and used as spectrophotometric blanks. Overall activity (amount of
glucose), hydrolytic activity (amount of fructose) and trans-
fructosylation activity (amount of glucose — amount of fructose) of
LpInu in presence of CaCly were determined using high performance
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anion exchange chromatography coupled to pulsed amperometric
detection (HPAEC-PAD) as detailed before (Ernst, Offermann, Werner, &
Wefers, 2024) with minor modifications. Mono-, di- and oligosaccha-
rides were separated on a CarboPac PA200 column using the following
gradient containing of four components (A: ultrapure water, B: 10 mM
NaOH, C: 200 mM NaOH, D: 200 mM NaOH + 500 mM sodium acetate)
with a flow rate of 0.45 mL/min: column equilibration with 100 % B for
15 min prior to every run; 0-5 min: Isocratic 100 % B; 8 min linear
gradient to 75 % B + 25 % C; 8-11 min linear gradient to 45 % A + 50 %

B + 5 % D; 11-72 min linear gradient to 10 % A + 90 % B; 72-78 min
isocratic 100 % D; 78-89 min isocratic 100 % B. Quantification of
glucose, fructose and sucrose was performed by using an external cali-
bration. For assessing the effects of various chemicals on enzyme ac-
tivity, the reaction mixtures were separately supplemented with 10 mM
each of CaCly, CoCly, FeSO4, MnSO4, MgSOy4, ZnSO4, KCI, NaCl, EDTA,
or 25 % SDS, and contained citrate-phosphate buffer (20 mM, pH 3.5),
100 mM sucrose, and 1 mM CacCl; at 30 °C in presence of 45 pg/mL of
purified enzyme.

2.3.2. Thermostability

The enzyme (75 pg/mL) was incubated with 8.3 mM CaCl, at 4 °C
and in the range from 20 to 70 °C with increments of 10 °C for 8 h. The
enzyme samples were aliquoted at a time interval of 1 hr for a total
duration of 8 h and was used for enzymatic assay consisting of cit-
rate-phosphate buffer (20 mM, pH 3.5) and 100 mM sucrose.

2.4. Production and structural characterization of fructan

For assessing the possible production of fructan, the purified enzyme
(9 pg/ml) was incubated in citrate-phosphate buffer (20 mM, pH 3.5)
with 0.5 M sucrose and 1 mM CaCl; at 30 °C for 72 h. Chilled absolute
ethanol (40 ml) was added for precipitating the polysaccharide for
15-18 h at 4 °C. The precipitate was separated by centrifugation (12,000
g, 15 min, 4 °C). Deionized water (5 ml) was added and the resuspension
was dialyzed against deionised water in the refrigerator for 24 h using
cellulose membrane (cut-off, 14,000 Da) (Sigma-Aldrich). The dialyzed
fraction was re-precipitated by using ethanol and the product was har-
vested as described above.

2.4.1. 'H NMR spectroscopy of polysaccharides

About 15 mg of dried polysaccharide samples were dissolved in DO
(1 mL) by shaking at 60 °C for 2 h. Subsequently, acetone was added as
reference (2.22 ppm, Gottlieb, Kotlyar, & Nudelman, 1997). 'H NMR
analyses were carried out using 400 MHz VNMRS spectrometer (Agilent,
Santa Clara, CA, USA). For comparison, plant inulin from a local supplier
and from Fisher Scientific as well as levan produced by Gluconobacter
albidus TMW 2.1191 (Ernst et al., 2023) were analyzed.

2.4.2. Methylation analysis of polysaccharides

For the analysis of glycosidic linkages, methylation analysis was
performed as explained before (Ernst et al., 2023). Briefly, dry DMSO
was used for dissolving the samples, followed by deprotonation using
NaOH, and methylation using methyl iodide. Methylated poly-
saccharides were extracted by dichloromethane and hydrolyzed by 1 M
trifluoroacetic acid at 70 °C for 30 min. Prior to gas chromatographic
(GCQ) analysis, reduction of the partially methylated monosaccharides
was carried out using sodium borodeuteride followed by acetylation
using acetic anhydride and 1-methylimidazole. GC coupled to mass
spectrometry was used for identification of partially methylated alditol
acetates (PMAA) and flame ionization detection was used for quantifi-
cation. Molar response factors described earlier (Sweet, Shapiro, &
Albersheim, 1975), were applied.

2.4.3. HPSEC-RI analysis of polysaccharides
HPSEC-RI was used to obtain more information about the approxi-
mate molecular weight of the polysaccharides as explained before (Ernst
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1
LpInu MLRNNYFGETKTHYKLYKCGKNWAVMGISLFSLGLGMLVTSQPVSADV RTDAISE KAETTSE-SSSSAVKAETTSASSSSA--VKAETTSA---SSSSAVKAET 114
LmU  --------MNKKFKK-------AAVGLATLAATTVLSVSLNQRT-=-========-== VSADALNQADG-----=~-~ QKDTNNSTIDNTQ----IVKDKVAEAKQTIENAQTPEEARKAQQ 80
Lrl ~DTNIENNDSSTVQVTTGD--NDIAVKSVTLGSG---QVSAASDTTIRTSANANSASSAANTQ- 95
LrT -DTNTENNDSSTVHVTTGD--NDIAVKSAILGSG---QVSAASDATIKNSANANSASSAANTO- 95
LiN - INADNVNENQTVEVTASSVNN-ENNKQVTEKDSADKSTSDVAEDANTKKSNENTETTEKNTQT 100
Lg2 ~TNADNVNENKTVAVSTTTSANNKNNNQVNSSS--EKSVDTKAEKATTVTS—---AATKEVKADA 96
Lg6  ------MLENKNHKKMSLSGKSLLMGTLSTAAIVLSASTVNAAT----=-======== TNADNVTKNQTVAVSATTT-NNETNNQVSSSS--EKTADSKTEKDTNLTS---AATKEVKADA 95
*

LpInu TS-ASSSSAVKAETT AKAETAAITTAGVANADSQTSAEVTADSTSTSQVVTNNSNNQNNTAQPAGNSTSTTQSTNQANSQISNQGQLNQFATGFVNRAIS 233

LmU LNSINSTSASTPDEN- PND--GS-LAPAN H-PI AGDPSTYDADGLKP- EAAQAV 143
Lrl -SSTSSAASSNNTDSKAAQENTNTAKNDDTQK-AAPANESSE ~AKNEPAVNVNDSSAAK-NDD- DAENVV 187
LrT DAENVV 187
LjN QVKDIV 187
Lg2 -QIKDIV 181

Lg6 - ; ~ETS------TKSASKDNKAELKG-~--~-~ QIKDIV 181

. s B *

LpInu EGANVDPNNFTQAQIDALNKLEKYSTTKMDTTQFTYYQFQQTADKLAE-VDPQYAIPYFKADQIQNLPAATAKDGQTE(VANMDIWDSWPVQDPTTGEIANWNGKQLVIAMMGTPNANS 353
LmU KNAGINPKTLTDEQKLALNRVDYSHK--DETGATKMTYSDFQKIAETLVTKDSRYAIPYFNAKEIKNMPAAYTKDAQTGKIEHLDVWDSWPIQESKIGYVANWNGYQLAVAMMGMPGYND 261
Lrl KKAGIDPNSLTDDQIKALNKMNFSKA--AKS-GTQMTYNDFQKIADTLIKQDGRYTVPFFKASEIKNMPAATTKDAQTNT IEPLDVWDSWPVQDVRTGQVANWNGYQLVIAMMGIPNQND 304
LrT KKAGIDPNSLTDDQIKALNKMNXXKA--AKX-GTQMTYNDFQKXADTLIKQDGRY TVPFFKASEIKNMPAATTKDAQTNT IEPLDVWDSWPVQDVRTGQVANWNGYQLVIAMMGIPNQOND 304
LjN EESGVDTSKLTNDQINELNKINFSKE--AKS-GTQLTYNDFKKIAKTLIEQDARYAIPFFNASKIKNMPAAKTLDAQSGKVEDLE INDSWPVQDAKTGYVSNWNGYQLVIGMMGVPNVND 304
Lg2 KESDVDTSKLTNDQINELNKINFSKE--AKS-GTQLTYSDFKKIAKTLIEQDARYATPFFNASKIKNMPAAKTMDAQTGKVEDLE IWDSWPVQDAKTGYVSNWNGYQLVVGMMGVPNTND 298
Lg6 KESGVDTSKLTDDQINELNKISFSKE——AKS—GTQLTYSDFKKIAKTLIEQDARYAVPFFNASKIKNMPAAKTLDAQTGKVEDLEIWDSWPVQDAKTGYVSNWNGYQLVIGM.MGVPNTND 298

PR sk * Ay . Kyakk aka ok Koakpakakik skikgkkk o ok Ky SRRk Lk K rikAkk Kk s Kkkk Kk

LpInu NHLYLLYNDYGGDNFAGVTKNAGDIFAGYRGDKKTGLEIFGDQEWSGSAYPLDDGSIQLE‘YTI-lSKYETKTINHQNHQRIATANLKMKLN—ADGTISIASVDNDHTLFKGKDNASANGTHYQ 472

LmU NHIYLLYNKYGDNNLANWKNAGPIFGYNAT-- -DLLQQWSGSAIVNKDGSIQLFYTKVDTSD---K-TNNQKIASATLYLTI--ENGEVKISKIANDHVVFEG- -DGINYQ 361
Lrl NHIYLLYNKYGDNELSHWKNVGPIFGYNST: -AVSQEWSGSAVLNSDNSIQLFYTRVDTSD JKIASATLYLTD: 'VSLAQVANDHIVFEG- DGYYYQ 405
LxT NHIYLLYNKYGDNELSHWKNAGPIFGYNST ~AVSQEWSGSAVLNSDNSIQLFYTRVDTSD DKIASATLYLTD: SLAQVANDHIVFEG- DGYYYQ 405

LN NHIYLLYNKYGDNDFNHWKNAGPIFGLGT- -PVIQQWSGSATLNKDGSIQLYYTKVDTSD---NNTNHQKLASATVYLNLEKDQDKISIAHVDNDHIVFEG— 406
Lg2 NHIYLLYNKYGDNNFNNWKNAGPIFGLGT- -PVIQQWSGSATLNKDGSIQLYYTKVDTSD---NNTNHQKIASATVYLNLEKDQDKISIAHVDNDHIVFEG— 400
Lg6 NHIYLLYNKYGDNNFNNWKNAGPIFGLGT- -PVIQQWSGSATLNKDGSIQLYYTKVDTSD———NNTNHQ:(IASATVYLNLEKNQDKISIAHVDNDHIVFEG— 400

Kk kkKKK KK pii KKk K Kk Kok kok kK Lk kkkk g kk L okikpikik o o: Slrion KRR skow

LpInu TFDQWAHNVTMFDGHKEDFGGADNFAMRDPHIVKDSQGNRYLVFEASTGDDDYQSEDQIYDLRNYGGNAKFQLESLFNLINNDYSVKDKVTGKMIKIGRDMRVRASQANAAIGIIKLGGT 592
LmU TYEQWHK----------! TNTGADNVAMRDAHVIEDEAGNRYLIFEASTGKQEYQGLDQIYNWNNYGGDDAYKIKSLFRLLAN-—=========—=—=— HDMESRASWANAAIGILRLDNN 455
Lrl TYDQWKA-- 499
LrT TYDQWKA-- 499
LjN TYDQWKE-- TNKGADNIAMRDAHVIDDDNGNRYLVFEASTGTENYQGDDQIYQWLNYGGTNKDNLGDFFQILSN—- SDIKDRAKWSNAAIGIIKLNDD 500
Lg2 TYNQWKK-- TNKGADNIAMRDAHVIDDKDGNRYLVFEASTGTENYQGADQIYQWLNYGGTNKDNLGDFFQILSN~- SDIKDRAKWSNAAIGIIKLNND 494
Lg6 TYNQWKK---==—-—=~' TNKGADNIAMRDAHVIDDKDGNRYLVFEASTGTENYQGADQIYQWLNYGGTNKDNLGDFLQILSN-—===========—-— SDIKDRAKWSNAAIGIIKLNND 494

Kk KRk KKKk Ky k| kpkkkokkkkkk sikk | kkky  kkkk tr o Lii.is % Ko kR kkkkkk ik

LpInu ENNPTVAEVYDPIISEMVSDEIERPDIVKIGDTYYLFAASRLNRGTNDAAWRKANDKV(:UN TLGWY KULTKGFKPLNGNGVVLTSTVPANWRTATYSYYAVPTRSTDE{FKNTVLI 712

LmU ETNPQVAQVYKPLLTANMVSDEIERPDIVKLGDKYYLFAATRLNRGSNDDAWMAADKAVGDNVAMIGYVSESLTGGFKPLNESGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPIQGQS -DKVLI 571
Lrl EKNPKVAELYSPLISAPMVSDEIERPNVVKLGNKYYLFAATRLNRGSNDDAWMNANYAVGDNVAMVGYVADSLTGSYKPLNDSGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVAGKD -DQVLV 615
LrT EKNPKVAELYSPLISABMVSDEIERPNVVKLGNKYYLFAATRLNRGSNDDTWMNANYAVGDNVAMVGYVADSLTGSYKPLNDSGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVAGKD -DQVLV 615
LN VKNPSVAKVYSPLISAPMVSDEIERPDVVKLGNKYYLFAATRLNRGSNDDAWMATNKAVGDNVAMIGYVSDNLTHGYVPLNESGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVEGRD: -DQLLI 616
Lg2 TKNPGVEKVYTPFISSPMVSDEIERPDVVRLGNKYYLFAATRLNRGSNDDAWMAANKAVGDNVAMIGYVSDNLTHGYVPLNESGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVEGRD -DQLLI 610
Lg6 TKNPGVEKVYTPLISAPMVSDEIERPDVVRLGNKYYLFAATRLNRGSNDDA'MAANKAVGDNVAMIGYVSDNLTHGYVPLNESGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVEGRD————DQLLI 610

LRk ok sk kg

s Kkkkkkkkkggkgaky Kkkkkkskkkkkykk sk s Kkkkk | skg 5 Kk 3 kkk _kkkkkg i kkAKkRRAKKRAKKKK

LpInu TAYMTNRNRVADYRNKDGKAVLDPD!‘IQEN’NGEHNSTWAPSFLLRVNPDGTTRVLPYVTNQGVWDFNNATKLNTNIM***TAKADEAYLPWEKGVPFDNGSILGSGQDWVDSME T 829
LmU TSYITNRNHVAGN- DYESTWAPSFLLQINPDGTTKVLAKTTNQGDWIWDETSENDNMLGDET ~TAALPGEKNKPINWDLIGYGHNGSYGYKYDYDLGP 667

Lrl TSYMTNRNGVAGK- GMDSTWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENLDMIGDLD: ~SAALPGERDKPVDWDLI-G-===~ YGLKPHDPATP 705

LrT GMDSTWAPSFLLQINQDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENLDMIGDLD: 705

LN GMHATWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENPDMMGVLEKDAPNSAALPGEWGKPVDWDLIGG— 712

Lg2 GMHATWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTN-GDWIWDDTSENDDMMGVLKKDAPNSAALPGEWGKPVDWDLIGG— 705

Lg6 GMHATWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENADMMGVLEKDAPNSAALPGEWGKFVDWDLIGG— 706
LrKRRRRKAK D 1k K KK KK T * xk *.: *

949

~-NEDPKSNQDSTL-~--PQDTKTPEKT--TFKPESKKGAYPKRIN --LAGLSAIIASVM 754

Lrl -~PETPETPNTPKTPKTPENPGTPQTPNTPNTPEIPLTPETPKQP! IG-LGMGTLLSMFG 788

LrT -PETPETPNTPKTPKTPENPGTPQTPNTPNTPEIPLTPETPKQP -IG-LGMGTLLSMFG 788

LjN -PETPTTPDKPEVPTTPEVPTTPETP----TPEAPKNPVK---~ -VVLGAVSSILGAVG 786

Lg2 -PEKPNTPTTPNTPDTPHNPTKPT EVPTTSVK: KTTQSELPKAGAKNGIVA----AIVGAVSSMLGVIG 776

Lg6 ~PEKPENPTTPNTPDTPHTPTTPNTPDTPRTPEVPTTPVK. KTTQSEL. 761
* * * *

LpInu MTKRQ-RKE-- 957
LmU  VALGLKRKEN- 764
Lrl  LAEINKRRFN- 798
LrT  LAGINKRRFN- 798
LjN  LTGVSKRKRNN 797
Lg2 LAGVSKRKRNN 787
Lg6 —mmmmmmem—— 761

Fig. 1. Multiple sequence alignment of inulosucrase (LpInu) from L. plantarum DKL3 with the characterized inulosucrase from other lactobacilli. LmU, L. mulieris
UMB7800 inulosucrase (WP_167802005.1, Zhang et al., 2023); Lrl, L. reuteri 121 inulosucrase (AAN05575.1, van Hijum et al., 2002); LT, L reuteri TMW 1.106
inulosucrase (CAL25302.1, Schwab & Ganzle, 2006); LjN, L. johnsonii NCC 533 inulosucrase (AAS08734.1, Anwar et al., 2008); Lg2, L. gasseri DSM 20243 inulo-
sucrase (BK006921.1, Anwar et al., 2010); and Lg6, L. gasseri DSM 20604 inulosucrase (ACZ67286.1, Anwar et al., 2010). The GH68 conserved domain identified in
LpInu using InterPro has been indicated with solid line above the sequence (residues 262-776) with the key residues indicated in bold. The residues involved in
product specificity of inulosucrase are highlighted in grey and among these, residues different in LpInu are indicated in red (residue P502 and Q579). Amino acid
stretches which were not found in the characterized inulosucrases but were similar to other fructansucrases (Table S1) are indicated in bold and underlined letters.
The cleavage site identified in LpInu using SignalP 5.0 is indicated by vertical line above sequence (residues 46-47), and PXX motif is indicated by a dashed line
above the sequence (residues 823-861). The truncated site at the C-terminal has been indicated by a vertical arrow. LPXTG or LPXAG motif are indicated in blue and
positively charged KRR or KRK residues in green in the reference sequences. The alignment was generated using CLUSTAL O (1.2.4). (For interpretation of the
references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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et al., 2024) with some changes. Fructan samples (1 mg/mL), dissolved
in ultrapure water was filtered using syringe filter (0.45 um, Nylon). For
HPSEC-RI analysis, an HPLC (Agilent 1100 Series) having a 1260
Infinity II RI detector and a TSKgel G5000 PWy;, column (300 x 7.8 mm,
particle size 10 pm; TOSOH, Japan) was used. Elution was carried out
using ultrapure water supplemented with 0.5 g/L NaNs at a flow rate of
0.35 mL/min at 60 °C. The temperature of RI detector was 35 °C and
standard dextran of known molecular weight was used to estimate the
molecular weight of the products (dextran blue, 670 kDa, 270 kDa and
12 kDa, Sigma Aldrich, Germany; 64.3 kDa, PSS, Germany).

2.5. Characterization of fructooligosaccharides (FOS) production by
LpInu

For assessing the possible production of FOS, an assay similar to
above described for fructan was set up. FOS production in the assay
reactions was directly analysed by HPAEC-PAD by the method detailed
above (Section 2.3.1). Plant inulin as well as kestose, nystose, and
fructosylnystose from Megazyme (Bray, Ireland) were used for peak
identification.

Food Chemistry 453 (2024) 139597

3. Results

3.1. Assessment of amino acid sequence of L. plantarum DKL3
inulosucrase (LpInw)

L. plantarum DKL3 LpInu with 957 amino acids and predicted mo-
lecular weight of 102.46 kDa revealed the presence of most of the
conserved residues found in earlier reported inulosucrases as described
below. The core region of 515 amino acids (residues 262 to 776),
belonged to GH68 family (Fig. 1). Two residues, P502 and Q579,
differed from the conserved residues in the core region of other inulo-
sucrases (A and W, respectively). LpInu had a few unique stretches of
amino acids which were not found in other inulosucrases. Some of these
sequences (residues 45 to 57, 131 to 137, 480 to 489 and 726 to 744)
were found to be similar to other fructansucrases upon independently
subjecting them to BLASTp (Table S1, Supplementary data). LpInu was
predicted to be a secretory protein with a 45 residue long signal peptide
on the N-terminus. (Fig. 1).

3.2. Biochemical characterization of LpInu

3.2.1. Effects of pH, temperature, and chemicals

Recombinant expression of the truncated LpInu (Fig. 1) in E. coli
BL21(DE3) followed by purification by affinity chromatography was
achieved (Fig. 2A). The purity of the recombinant proteins as

A. B. C.
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Fig. 2. Recombinant expression and enzymatic characterization of inulosucrase (LpInu) from L. plantarum DKL3. (A) SDS-PAGE analysis of the crude and
purified LpInu. Lane 1, protein ladder (180 kDa); lane 2, crude lysate of pET30b-transformed E. coli BL21(DE3); lane 3, crude lysate from E. coli BL21(DE3) carrying
LpInu-encoding construct; lane 4, purified fraction. (B) Influence of pH on the activity of LpInu. The specific activity determined using DNSA method at optimum pH
(4) was calculated to be 13.4 U/mg. (C) Influence of temperature on the activity of LpInu. The specific activity determined using DNSA method at optimum tem-
perature (35 °C) was calculated to be 17.5 U/mg. (D) Overall, hydrolysis and transfructosylation acitivity of LpInu at different pH and temperatures. Overall activity
was calculated from glucose release, hydrolysis activity from fructose release and transfructosylation activity from overall activity minus hydrolytic activity.

Monosaccharides were quantified using HPAEC-PAD.
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determined by the densitometric analysis of the SDS-PAGE gel was
approximately 90 % (Table S2, Supplementary data). This fraction of the
purified protein was used for all the enzymatic assays. When the activity
was assessed under varying pH, >80 % activity was found in the pH
range of 3.5-5, with the highest activity at pH 4.0. The enzyme activity
decreased drastically below pH 3.5 (more than 50 % reduction) and
beyond pH 5.5 (more than 95 % reduction) (Fig. 2B). The enzyme
showed maximum activity at 35 °C with a gradual decrease in the ac-
tivity at lower temperature and a drastic reduction in the enzyme ac-
tivity above 40 °C (more than 60 % reduction) (Fig. 2C). The maximum
overall activity was 115 U/mg protein of which the hydrolytic activity
was 65 U/mg protein and the transfructosylation activity was 50 U/mg
protein. For most of the conditions used, the hydrolytic activity was
higher than the transfructosylation activity, however, at pH 5.0 the
relative transfructosylation activity was 50 % (Fig. 2D).

Activity of LpInu was further assessed in the presence of various
chemicals. The enzyme activity in the presence of 10 mM Ca®* was 10-
times higher than in the control without any salt. The presence of Mn**
or Mg2+ also boosted the activity of LpInu though to a lower extent than
that by Ca®*. Reactions containing Fe> and K* also showed slight in-
crease in enzyme activity, whereas EDTA and SDS completely inacti-
vated the enzyme (Fig. 3A).

3.2.2. Thermostability

The thermostability of LpInu was determined at varying tempera-
tures for 8 h. The enzyme incubated at < 20 °C retained more than 80 %
of its activity even after 8 h (Fig. 3B). The enzyme incubated at > 30 °C
showed decrease in the enzyme activity within 1 h.

3.3. Structural characterization of fructan

Apart from release of reducing sugars, the enzyme assays carrying
LpInu also showed slimy consistency after 72 h suggesting production of
polysaccharides. The isolated polysaccharides were analyzed by various
analytical approaches to obtain information on their identity and
structure. 'H NMR spectra showed signals characteristic for p-fructans
(Fig. 4A). Comparison of the obtained spectra with literature data (Kralj
et al., 2018; Yokoi et al., 2021) as well as spectra of plant inulin and
levan allowed for the identification of the LpInu fructans as inulins: the
'H chemicals shifts of the LpInu fructans, especially those of Hs protons
(~4.2 ppm), were similar to those of plant inulin and not to those of
levan. Thus, LpInu was characterized as inulosucrase. Notably, anomeric
signals of glucose units (5.41 ppm) which are present at the reducing end
of plant inulin were not detected which indicated a higher molecular

A

Relative activity [%]

Chemicals
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weight of the LpInu inulins. To analyze the molecular weight distribu-
tion of the inulins, HPSEC-RI analysis was performed (Fig. 4B). A broad
elution pattern was obtained and by using dextran standards, it was
estimated that the size of the analyzed inulin was below dextran blue
(2,000 kDa) and ranged down to 12 kDa.

To gain additional information on the polysaccharide structure,
methylation analysis was performed. Terminal, 2,1-linked, and 2,1,6-
linked fructofuranose (Fruf) units were detected (Fig. 4C, Fig. S1),
which confirms the presence of inulin. Notably, about 8 % of branched
backbone units were present. Overall, the polysaccharides are branched
inulins with a broad size distribution.

3.4. Fructooligosaccharide (FOS) production by LpInu

LpInu also synthesized several different oligosaccharides from su-
crose (Fig. 5). Compared to plant inulin, oligosaccharides of LpInu were
rather small which is indicated by their early retention times. In addition
to kestose, nystose and fructosylnystose, LpInu synthesized unknown
oligosaccharides which may be composed of 2,1-linked or 2,1- and
2,1,6-linked fructofuranose units.

4. Discussion

The inulosucrase gene encoded by L. plantarum DKL3 shows only
41.7 % identity to an inulosucrase from Limosilactobacillus reuteri and
even lower identity to the other characterized fructosyltransferases
(Surve et al., 2022). This prompted us to undertake biochemically
characterization of the enzyme and structural analysis of its product.

In comparison to the other enzymes, LpInu’s optimal pH was slightly
lower (3.5-5). The optimum pH of other fructansucrases previously
described were 7 for an inulosucrase from Lactobacillus johnsonii NCC
533 (Anwar et al., 2008), 4.5 to 5.5 for a levansucrase from L. reuteri
(van Hijum, Szalowska, van der Maarel, & Dijkhuizen, 2004) and 5.4 for
a fructansucrase from Fructilactobacillus sanfranciscensis (Tieking, Ehr-
mann, Vogel, & Ganzle, 2005). Since the optimum pH is dictated by
enzyme pl, we compared the estimated pI of LpInu with the other en-
zymes and it (5.35) was not different from the reported pI of the above-
mentioned fructansucrases (4.7-5.4). The optimum temperature of
LpInu (35 °C) was similar to those of fructansucrases from other LAB
(Dutta, Das, & Goyal, 2012), (Iliev et al., 2018), (Kang et al., 2005).

LpInu’s overall (115 U/mg), hydrolytic (65 U/mg), and trans-
fructosylation activities (50 U/mg) were lower than those for the en-
zymes from L. johnsonii and L. gasseri DSM 20243. The overall,
hydrolytic, and transfructosylations activities for these enzymes were in

B.
120
100 &
— —o—4°C
IS
> 8 —e—20°C
3
‘% 60 —n—30°C
2 —a—40°C
T 40 i
2 —+—50°C
20 —e—60°C
04 —x—70°C

Time [h]

Fig. 3. Effects of various chemicals and thermal stability of inulosucrase (LpInu) from L. plantarum DKL3. (A) The effect of various chemicals on the activity of
LpInu was accessed at 10 mM concentrations except for SDS which was used at 10 % w/v concentration. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001 (one-way ANOVA
with Tukey’s test). (B) Thermostability of purified LpInu assessed by exposing the enzyme to the respective temperatures for 8 h followed by determination of the

residual activity.
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Fig. 4. Structural analysis of the polysaccharide made by LpInu. (A) "H NMR spectrum of LpInu polysaccharide in DO (plant inulin and levan spectra are shown
for comparison). (B) HPSEC-RI elugrams of LpInu polysaccharide (reference lines of elution volumes of dextran size standards are shown). (C) Glycosidic linkage
types of LpInu polysaccharide (determined in duplicate by methylation analysis (Fig. S1); numbers indicate the position of substitution in the fructofuranosyl (Fruf)

units; t: terminal).
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Fig. 5. Fructooligosaccharides produced by LpInu. HPAEC-PAD chromatogram of a 500 mM sucrose solution which was incubated with LpInu for 72 h at 30 °C.
The chromatogram of plant inulin is shown for comparison and peaks were identified by using standard compounds.

the range of 316-378 U/mg, 88-178 U/mg, and 187-291 U/mg,
respectively (Anwar et al., 2008, Anwar et al., 2010). Anwar et al.
(2012) found reduction in the overall, hydrolytic and transglycosylation
activities of L. reuteri 121 inulosucrase upon replacing A425 residue with
proline. Interestingly, the residue homologous to A425 in LpInu was
proline (Fig. 1). This could be a reason for lower enzymatic activities of
LpInu.

Increase in the LpInu’s activity in the presence of Ca®* is consistent
with earlier reports (Anwar et al., 2008, 2010; Ozimek, Euverink, van
der Maarel, & Dijkhuizen, 2005). LpIlnu’s lower activity observed
without providing exogenous Ca**could be because of Ca®* already
bound to the recombinant enzyme purified from E. coli (Anwar et al.,
2008). Enhancement of LpInu’s activity by Mn®* is a unique feature.
None of the previously characterized inulosucrases have been shown to
have activity in the presence of Mn%*t (Ni, Chen, Xu, Zhang, & Mu, 2020;
Zhang, Ni, Xu, Zhang, & Mu, 2023).

The thermostability of LpInu was lesser than a few other enzymes
reported earlier. Inulosucrase from Lactobacillus jensenii and Lactoba-
cillus mulieris retained more than 70 % activity at 60 °C and 45 °C,
respectively, after 10 h of incubation (Ni et al., 2020; S. Zhang et al.,
2023).

'H NMR and methylation analyses revealed the existence of more
than 80 % p-2,1-linked, 7 % f-2,1,6-linked and 8 % terminal Fruf units
which demonstrates the presence of branched inulin. The glycosidic
linkages obtained for inulin are similar to inulin synthesized by inulo-
sucrase of Limosilactobacillus reuteri 121 (van Hijum et al., 2002) and
inulin synthesized by inulosucrase of Leuconostoc citreum CW28 (Oli-
vares-Illana et al., 2003). Recombinant LpInu synthesized inulin of
broad size distribution which was determined using HPSEC-RI. The
highest molecular weight compounds eluted after dextran blue (~2 x
10° Da). Thus, the molecular weight is most likely lower than that of
other characterized microbial fructans, viz., synthesized by inulosucrase
from Lactobacillus johnsonii NCC 533 (4 x 107 Da) (Anwar et al., 2008)
and inulosucrase from Limosilactobacillus reuteri 121 (>107 Da) (van
Hijum et al., 2002). The possible contribution of unique features in the
primary structure of LpInu to the lower molecular weight of its inulin
product needs to be examined. Production of kestose and nystose by
LpInu is similar to that reported for most of inulosucrases reported
earlier (Anwar et al., 2008, 2010; van Hijum et al., 2002). While the
production of unknown FOS by Lplnu is also similar to that by the en-
zymes from L. johnsonii NCC 533, L. gasseri DSM 20243, and L. gasseri
DSM 20604 (Anwar et al., 2008, 2010), whereas the enzyme from
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L. reuteri 121 does not produce such additional FOS (van Hijum et al.,
2002).

5. Conclusion

Inulins are well known to have prebiotic effects and to be useful as
food texturizers. Recently, they have also been tested as biomaterials for
tissue-engineering applications (Kalirajan, Behera, Selvaraj, & Palanis-
amy, 2022). We provide new information on an active inulosucrase from
L. plantarum, a LAB species which has never been characterized for the
presence of functional fructansucrases or glucansucrases. The unique
biochemicals features of LpInu (lower optimum pH, lower specific ac-
tivity, activation by Mn?*, and lower molecular weight of the inulin)
could be correlated to some of the unique sequence features (larger size,
presence of extra amino acid stretches, amino acid substitutions, etc.)
that would demand further experimental validation. The experiments
ongoing in our laboratory would shed more light on the possible
plethora of applications of inulin produced by recombinant LpInu.
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Supplementary Material

Characterization of a novel inulosucrase from Lactiplantibacillus plantarum
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Figure S1: GC-FID chromatogram of partially methylated alditol acetates (PMAA) derived
from Lplnu 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 (LplInu) and
their similarity with other fructansucrases as determined by BLASTp

SADVTATSTSSSA (residues 45-57)

Description Accession sl Sy E value NS Irizt Acc. Len
Ident | Cover Score | Score
fructansucrase ADB27748. 0 o | 1.00E-
[Weissella confusa] 1 100% | 100% 08 388 812 900
SSSSAVK (residues 131-137)
Description Accession P LT E value R el Acc. Len
Ident | Cover Score | Score
fructansucrase | ADB27748. | 10004 | 1000 | 0.004 | 218 | 969 | 900
[Weissella confusa] 1
fructosyltransferase A A
[Streptococcus mutans ?8584' 100% | 100% 5.9 134 22.9 797
GS-5]
NVTMFDGHKE (residues 480-489)
Description Accession F ey E value fRS el Acc. Len
Ident | Cover Score | Score
fructansucrase ADB27748. 9.00E
[Weissella confusa] 1 90% | 100% -07 329 | 32.9 900
RNKDGKAVLDPDFIQENNG (residues 726-744)
Description Accession ek Qe E value NS il Acc. Len
Ident | Cover Score | Score
fructansucrase ADB27748. 0 o | 6.00E-
[Weissella confusal 1 100% | 100% 17 63.8 63.8 900
levansucrase

; . | ACZ67287.1 | 100% | 100% 6.4 15.5 30.5 768
[Lactobacillus gasseri]
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Table S2: Densitometric analysis of the SDS-PAGE images to
determine the purity of Lplnu using ImageJ

Relative front Adjusted 0
Band No. (Rf) volume Band (%)
1 0.157 3,42,350 89.8
2 0.231 23,550 6.2
3 0.349 15,200 4.0
E 100
A A . — .a-ﬂ"“/ﬂﬁ
— R w|
N \
l].éﬂ IJ.I25 0.50 R CI.I?S 1 E)D
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Abstract

Aims: Acetic acid bacteria of the genus Bombella have not been reported to produce exopolysaccharides (EPS). In this study, the formation of
fructans by B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW 2.1889 was investigated.

Methods and Results: Out of eight strains from four different Bombella species, only B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW 2.1889
showed EPS formation with 50 g I=! sucrose as substrate. Both EPS were identified as high-molecular weight (HMW) polymers (108-107 Da) by
asymmetric flow field-flow fractionation coupled to multi angle laser light scattering and UV detecors (AF4-MALLS/UV) and high performance
size exclusion chromatography coupled to MALLS and refractive index detectors (HPSEC-MALLS/RI) analyses. Monosaccharide analysis via
trifluoroacetic acid hydrolysis showed that both EPS are fructans. Determination of glycosidic linkages by methylation analysis revealed mainly
2,6-linked fructofuranose (Fruf) units with additional 2,1-linked Fruf units (10%) and 2,1,6-Fruf branched units (7%). No glycoside hydrolase (GH)
68 family genes that are typically associated with the formation of HMW fructans in bacteria could be identified in the genomes. Through
heterologous expression in Escherichia coli Top10, an enzyme of the GH32 family could be assigned to the catalysis of fructan formation.
The identified fructosyltransferases could be clearly differentiated phylogenetically and structurally from other previously described bacterial
fructosyltransferases.

Conclusions: The formation of HMW fructans by individual strains of the genus Bombella is catalyzed by enzymes of the GH32 family. Analysis
of the fructans revealed an atypical structure consisting of 2,6-linked Fruf units as well as 2,1-linked Fruf units and 2,1,6-Fruf units.

Impact Statement
This is the first report of bacterial glycoside hydrolase 32 family enzymes involved in the formation of high-molecular weight fructans.

Keywords: methylation analysis, endo-levanase, mixed linkage, bacterial polysaccharides, acetic acid bacteria, Bombella mellum, Bombella apis, levan-type
fructans

Abbreviations ORF: open reading frame
HMW: high-molecular weight AA: amino acid
GH: glycoside hydrolase
FTase: fructosyltransferase
FOS: fructo-oligosaccharides
Fruf : fructofuranose .
HPAEC-PAD: high-performance anion exchange chro- Introduction
matography with pulsed amperometric ~ Bacterial fructans are typically classified into levans and in-
detection ulins. Both are exopolysaccharides (EPS) that differ in the
TFA: trifluoroacetic acid linkage types of the fructofuranose (Fruf) backbone: levans
NMR: nuclear magnetic resonance have B-(2— 6) linkages and inulins are composed of B-(2—1)
AF4: asymmetric flow field-flow fractionation linkages (Veldzquez-Hernandez et al. 2009). Inulins are com-

UV: ultraviolet
MALLS:

multiangle laser light scattering

HPSEC: high-performance size exclusion chromatog-
raphy

RI: refractive index

E. coli: Escherichia coli

mon in plants, but their formation is only associated with a
few Gram-positive genera (van Hijum et al. 2002, Velazquez-
Hernandez et al. 2009, Ni et al. 2019, Xu et al. 2019). Levans,
on the other hand, are produced by a variety of prokaryotes,
such as lactic acid bacteria (Ni et al. 2018), pseudomonads
(Visnapuu et al. 2011), and acetic acid bacteria (Jakob et al.
2019). Bacterial fructans offer many applications, e.g. as pre-
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biotics in foods (Coussement 1999, Kaur and Gupta 2002) or
as emulsifiers in cosmetics (Banguela and Herndandez 2006).

The extracellular formation of the two fructan types
from sucrose is catalyzed by either inulosucrases (inulin; EC
2.4.1.9) or levansucrases (levan; EC 2.4.1.10). Both fructo-
syltransferases (FTases) are classified as glycoside hydrolase
(GH) 68 family enzymes by the “Carbohydrate Active Enzyme
Database” (CAZy; http://www.cazy.org). In addition to the
hydrolysis reaction, where water is the acceptor of the fruc-
tosyl unit, they catalyze the transfer of the fructosyl unit of
sucrose to another saccharide, which leads to the formation of
a fructan and the release of glucose (Meng and Fiitterer 2003,
Martinez-Fleites et al. 2005, Lammens et al. 2009, Alamie et
al. 2023). All GH68 family enzymes contain a five-bladed 8-
propeller structure harboring the catalytic triad, which con-
sists of three acidic residues (Pons et al. 2004). They share
this structure as well as a retaining reaction mechanism with
enzymes of the GH32 family, which also belong to the GH
family clan J (Pons et al. 2004, Alamie et al. 2023). Unlike
GH68 family members, enzymes belonging to the GH32 fam-
ily generally have an additional C-terminal B-sandwich mod-
ule (Lammens et al. 2009). Besides the differences in struc-
ture, the catalyzed reaction is also different: Most identified
and characterized enzymes of the GH32 family catalyze hy-
drolysis reactions including a water molecule as an acceptor,
e.g. the cleavage of sucrose into glucose and fructose (Liebl et
al. 1998) or the degradation of levan into smaller molecules
(Zhang et al. 2019).

Recently, the distribution of GH68 and GH32 family en-
zymes among acetic acid bacteria has been studied in silico
(Jakob et al. 2019). For the genus Bombella, an acetic acid
bacterium that is considered a symbiont of the honey bee Apis
mellifera (Miller et al. 2021, Parish et al. 2022), only GH32
enzymes with exo-B-fructosidase activity have been identi-
fied so far (Jakob et al. 2019, Harer et al. 2022). Neverthe-
less, we observed slime formation by Bombella strains when
growing on sucrose-containing medium, but not on glucose-
or fructose-containing medium. Thus, in this study, the for-
mation of high-molecular fructans by Bombella strains was
investigated and the structures of the formed fructans were
elucidated. In addition, the responsible enzyme was identified
and assigned to fructan synthesis through heterologous gene
expression in Escherichia coli. The corresponding protein se-
quences were analyzed phylogenetically and functionally and
compared to other prokaryotic enzymes.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Eight strains from three different species of the genus
Bombella were used in this study: B. apis TMW 2.1882,
B. apis TMW 2.1884, B. apis TMW 2.1886, B. apis TMW
2.1888, B. apis TMW 2.1890, B. apis TMW 2.1891, B. favo-
rum TMW 2.1880, and B. mellum TMW 2.1889. Bombella
spp. were cultivated in LMG 404 media (1% yeast extract;
5% glucose, pH 6.6) at 30°C and 200 rpm, if not stated oth-
erwise.

For cloning and heterologous gene expression, E . coli
Top10 was used. If not stated otherwise, E. coli was grown in
Lysogeny Broth (LB, 10 g 17! tryptone, 5 g 17! yeast extract,
5 g 171 NaCl) at 37°C. If necessary, 100 g ml~! ampicillin
were added to the media.

Harer et al.

Heterologous expression of B. apis TMW 2.1884
ORF DTI93_RS00530 and B. mellum TMW 2.1889
ORF CPA56_RS00775 in E. coli

For heterologous expression of the B. apis TMW 2.1884
ORF DTI93_RS00530 and B. mellum TMW 2.1889 ORF
CPAS56_RS00775, the pBAD/Myc-His A plasmid was
used. Additionally, an extended version (gene sequences
in Supplementary Material S2) of the B. apis TMW 2.1884
ORF DTI93_RS00530 was cloned. Bombella apis TMW
2.1884 and B. mellum TMW 2.1889 genomic DNA was iso-
lated using the E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit (Omega Bio-tek).
To amplify the ORF DTI93_RS00530, the primer pair (5'-
TTTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAAT

TAACCATGACGGACCTGTCCAATG-3) and (§'-
GCTGGAGACCGTTTAAACTCAATGATGATGATGATGA
TGGCCATAATCACTTGTCGAAACGG-3')  was  used.
For the extended version, the primer pair (§'-
TTTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAAT

TAACCATGGTCACGATTCTTATTTTTG-3') and  (5'-
GCTGGAGACCGTTTAAACTCAATGATGATGATGATGA
TGGCCATAATCACTTGTCGAAACGG-3')

was used.  Accordingly, the primer pair (5-
TTTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGGAAT

TAACCATGATGGACCTGTCCAG-3') and (§'-
GCTGGAGACCGTTTAAACTCAATGATGATGATGATGA
TGGCCGTAATCACTTGTAGAAACGG-3') was used for the
ORF CPA56_RS00775. A QS High-Fidelity DNA Polymerase
[New England Biolabs (NEB), Frankfurt a. M., Germany] was
used for the polymerase chain reaction (PCR) according to the
manufacturer’s instructions. The obtained PCR products were
purified using a Monarch PCR and DNA Cleanup Kit (NEB).
The unmodified pBAD/Myc-His A plasmid was digested using
Sall-HF and NocI-HF restriction enzymes (NEB). For the
integration of the amplified genes into the linearized plasmids,
Gibson Assembly (Gibson Assembly Master Mix, NEB) was
performed according to the manufacturer’s protocol. The
assembled expression plasmids were transformed into E. coli
Top10 using heat-shock transformation (Froger and Hall
2007).

Production and recovery of fructans

For the synthesis of fructans, Bombella strains were plated on
agar plates (pH 5) containing 10 g I! yeast extract, 50 g I~!
sucrose, and 15 g 1=! agar—agar. For this purpose, 10 ul of an
overnight culture was distributed equally on the agar plates.
The plates were incubated at 30°C for 4 days. Formation of
slime around the cultures indicated the formation of an extra-
cellular polysaccharide. For heterologous fructan production,
transformed E. coli Top10 was plated on modified LB-media
agar plates containing additional 2 g I=! arabinose for induc-
tion of the gene expression, 36 g 1=! sorbitol to prevent the
formation of inclusion bodies and 50 g I-! sucrose as a sub-
strate. The plates were incubated at 20°C for 2 weeks.

For the recovery of formed fructans, the bacteria and slime
were washed off the plate with 1.5 ml saline (0.9% NaCl) and
the solution was collected. To obtain a higher yield, 10 plates
of the same strain were used and the liquids were pooled. To
remove the cells, the solution was centrifuged (10000 x g,
10 min, 20°C). Precipitation of the polysaccharides from the
supernatant and dialysis were carried out according to Hund-
schell et al. (2020). The sample was treated with two vol-
umes of chilled ethanol (—20°C) to precipitate the polysac-
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charide. After centrifugation (10000 x g, 10 min, 4°C), the
supernatant was discarded, and the pellet dissolved in distilled
water. Dialysis against dH,O (MWCO: 3.5 kDa; 4°C) was
performed for 48 hours with at least five water changes. The
dialyzed solution was then lyophilized to obtain the purified
polysaccharide.

Monosaccharide composition analysis

The monosaccharide composition of the fructans was an-
alyzed after trifluoroacetic acid (TFA) hydrolysis. A first
batch of the samples was hydrolyzed with 1 M TFA at
70°C for 30 min for fructan hydrolysis. A second batch
was hydrolyzed with 2 M TFA at 121°C for 60 min to hy-
drolyze potentially present glucans, mannans, or galactans.
In both cases, TFA was removed by evaporation and sub-
sequent co-evaporation with ethanol. Monosaccharides were
analyzed by high-performance anion exchange chromatogra-
phy with pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) on
an ICS-6000 system (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale,
CA, USA). Separation was achieved on a CarboPac PA20
column (150 x 3 mm i.d., 6.5 um particle size, Thermo
Scientific Dionex) using a flow rate of 0.4 ml min~'. Col-
umn equilibration was achieved with 10 mM NaOH for
15 min. After sample injection, the following gradient was ap-
plied: 0-20 min: 10 mM NaOH, 20-30 min: Linear gradient
from 10 to 200 mM NaOH, 30-40 min: Isocratic 200 mM
NaOH + 200 mM sodium acetate, 40-50 min: Isocratic
200 mM NaOH. The column temperature was 30°C and the
detector temperature was 25°C. Quantification was achieved
by using an external calibration.

Nuclear magnetic resonance spectroscopy

For nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy,a 10 mg
ml~! fructan solution in D,O was prepared and acetone was
used as internal reference ['H: 2.22 ppm, 3C: 30.89 ppm,
according to Gottlieb et al. (1997)]. Proton, H, H-correlated
spectroscopy (COSY), and heteronuclear single quantum co-
herence (HSQC) experiments were acquired on a 500 MHz
DD2 spectrometer (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Methylation analysis

Methylation analysis was conducted as described by Ernst et
al. (2023). In brief, samples were solubilized in dimethyl sul-
foxide, deprotonated with dry NaOH(s), and methylated by
using methyl iodide. Permethylated fructans were hydrolyzed
with 1 M TFA at 70°C for 30 min, reduced by NaBDy, and
acetylated by using acetic anhydride and 1-methylimidazole.
The obtained permethylated alditol acetates (PMAAs) were
extracted into dichloromethane and separated by gas chro-
matography (GC). Identification was performed by using mass
spectrometry and relative quantification was performed us-
ing a flame ionization detector and the molar response fac-
tors described by Sweet et al. (1975). Because the four PMAAs
derived from 2,1- and 2,6-Fruf units have an identical reten-
tion time (in the case of the mannitol derivatives) or partially
coelute (in the case of the sorbitol derivatives), their relative
amounts were calculated based on the mass spectra. For 2,1-
Fruf units, the intensities of specific fragments with m/z 161
and 190 were used to assess their portion. In the case of 2,6-
Fruf units, the intensities of fragments with m/z 162 and 189
were used for calculation.

Endo-levanase hydrolysis and oligosaccharide
analysis

Endo-levanase (5 U mg~! sample; EC 3.2.1.65 from Bac-
teroides thetaiotaomicron, purchased from Megazyme (Bray,
Ireland)) was added to a 3 mg ml~! solution of fructans in
dH, O and incubated for 24 h at 40°C and 400 rpm. Inactiva-
tion was achieved by heating to 95°C for 15 min and protein
was removed by centrifugation. The supernatants were ana-
lyzed by HPAEC-PAD on an ICS-6000 system (Thermo Sci-
entific Dionex) coupled to an LTQ-XL linear ion trap mass
spectrometer (MS) (Thermo Scientific). A post column split
allowed simultaneous PAD and MS analysis. Prior to MS
analysis, desalting of the eluent was achieved by an AERS
500e suppressor (4 mm, Thermo Scientific Dionex). To facili-
tate ionization by electrospray ionisation (ESI), 500 uM LiCl
was added at a flow rate of 0.05 ml min~' (AXP-MS pump,
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The source temper-
ature was 300°C and oligosaccharides were detected in pos-
itive mode as their lithium adducts. A CarboPac PA200 col-
umn (250 x 3 mm i.d., 5.5 um particle size, Thermo Scien-
tific Dionex) was used for oligosaccharide separation at 0.4 ml
min~! and 30°C. Four eluents (A: dH,O, B: 10 mM NaOH,
C: 200 mM NaOH, and D: 200 mM NaOH + 500 mM
sodium acetate) were used and the column was equilibrated
with 100% B during 20 min before injection. After sample in-
jection, the following gradient was used for separation: 0-10
min: Isocratic 100% B; 10-20 min: Linear gradient to 50%
C + 50% A; 20-45 min: Linear gradient to 50% A, 30%
C+20% D; 45-55 min: Linear gradient to 50% A + 50% D;
55-65 min: Linear gradient to 100% D; 65-80 min: Isocratic
100% Dj and 80-95 min: Isocratic 100% C. For comparison,
levan of Gluconobacter albidus (Hundschell et al. 2020) was
also hydrolyzed and analyzed.

Molecular weight determination via asymmetric
flow field-flow fractionation

The molecular weight of purified fructans was determined
using asymmetric flow field-flow fractionation (AF4, Wy-
att Technology, Dernbach, Germany) coupled with multian-
gle laser light scattering (MALLS, Dawn Heleos II, Wyatt
Technology) and ultraviolet (UV) detection (Dionex Ultimate
3000, Thermo Fisher Scientific) according to Ua-Arak et al.
(2016, 2017). Separation was carried out on 10 kDa regener-
ated cellulose membranes (Wyatt Technology) using a 50 mM
NaNOs eluent solution. Purified fructans were dissolved in
dH,O (final concentration 0.1 g 1!) and injected (100 pl)
into the separation channel. Each sample was measured at
least twice. To calculate molar masses using UV concentra-
tion signals, the specific extinction coefficients of the isolated
fructans at 400 nm were determined: A concentration series
(0.1-10 mg ml~! in dH,O) of the purified fructans was pre-
pared, and the UV extinctions at 400 nm were measured using
a FLOUstar Omega microplate reader (BMG Labtech, Orten-
berg, Germany). The obtained values were used to calculate
the specific extinction coefficients [ml (mg-cm)~!] of the iso-
lated levan samples. These coefficients were then used to calcu-
late the molar mass distributions using the random coil model
integrated in the ASTRA 6.1 software (Wyatt Technology), as-
suming a refractive index increment (dn/dc) value of 0.146 ml
g~! (in 50 mM NaNOs) for levan (Ua-Arak et al. 2017).
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Figure 1. Glycosidic linkages [mol-%] of fructans determined by
methylation analysis. Bombella apis/B. mellum: native fructans produced
by B. apis TMW 2.1884 or B. mellum TMW 2.1889 recovered from
sucrose-containing agar-plates. Escherichia coli: fructan produced by E.
coli Top10 strain expressing an extended version of the B. apis TMW
2.1884 GH32 family enzyme. All analyses were performed in duplicate
and half range uncertainties were max. 4%. Fruf: fructofuranose, t:
terminal, numbers indicate the substituted positions.

Molecular weight determination via
high-performance size exclusion chromatography
In addition to AF4-UV/MALLS, fructans as well as their endo-
levanase hydrolysates were analyzed by high-performance size
exclusion chromatography coupled to MALLS and refractive
index (RI) detectors (HPSEC-MALLS/RI). Analysis was per-
formed on an Agilent 1100 Series HPLC with MALLS detec-
tor (PSS SLD7100) and RI detector (1260 Infinity II) equipped
with a TSKgel PWXL 5000 column (300 x 7.8 mmi.d., 10 pm
particle size, TOSOH Bioscience LLC). Water supplemented
with 0.5 g 1! NaNj; was used as eluent at a flow rate of
0.35 ml min~!, column temperature was 60°C, and RI tem-
perature was 35°C. Samples were dissolved in ultrapure wa-
ter (final concentration 1 mg ml~!). Dextran size standards
with known molecular weights (dextran blue, 670, 270, and
12 kDa, Sigma—Aldrich, Darmstadt, Germany; 64.3 kDa, PSS,
Esslingen a. N., Germany) were used in addition to MALLS
size determination using a refractive index increment (dn/dc)
value of 0.146 ml g~! (as for AF4-MALLS).

In-silico whole genome and sequence analysis

Whole genome data of the strains B. apis TMW
2.1882 (NZ_NWUT00000000), B. apis T™W
2.1884 (NZ_QORRO01000001), B. apis TMW 2.1886
(QORS00000000), B. apis TMW 2.1888 (CP030979), B.
apis TMW 2.1890 (NZ_NWUV00000000), B. apis TMW

Harer et al.

2.1891 (NZ_QORT00000000), B. favorum TMW 2.1880
(NZ_NWUS00000000), and B. mellum TMW 2.1889
(NZ_PDLY00000000) were obtained from the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) database. For
the annotation of carbohydrate active enzymes from the
genome data, the DBcan webserver (Yin et al. 2012, Zhang
et al. 2018) was used. Crystal structures of proteins were
predicted with the SWISS-MODEL webserver (Guex et al.
2009, Bertoni et al. 2017, Bienert et al. 2017, Waterhouse et
al. 2018, Studer et al. 2020). For the prediction of protein
domains, the InterPro webserver (Paysan-Lafosse et al. 2023)
was used. Sequence alignments were done with the Clustal
Omega webtool (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) or the
CLC Main Workbench (QIAGEN, Hilden, Germany).

For the phylogenetic analysis, protein sequences were re-
trieved from the NCBI database (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov). Sequence alignment was carried out with the Clustal W
tool integrated in MEGA X (Kumar et al. 2018). Phyloge-
netic trees were calculated using the neighbor-joining method
(Saitou and Nei 1987) with 1000 bootstrap replicates (Felsen-
stein 1985).

Results

Exopolysaccharide formation by Bombella spp.

The formation of extracellular polysaccharides from sugars,
such as cellulose or levan, is a typical trait of acetic acid bac-
teria (Gullo et al. 2018, Jakob et al. 2019). The formation of
such substances is typically tested by plating the strains on
agar plates containing the respective sugar, which can serve as
substrate for the enzymatic reaction. Slime formation around
the colonies indicates the formation of exopolysaccharides.
To test whether Bombella spp. can form EPS from sucrose,
eight different strains of three different Bombella species (see
the “Bacterial strains and growth conditions” section) were
streaked onto agar plates with 50 g 1= sucrose and incu-
bated for 4 days at 30°C (see the “Production and recovery of
fructans” section). Two strains were forming EPS when grow-
ing on sucrose: B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW
2.1889. No slime was formed when the strains were grown on
a mixture of 25 g 17! glucose and 25 g 17! fructose (monosac-
charides of sucrose) or on 50 g 1=! raffinose. In other litera-
ture, EPS of acetic acid bacteria are isolated from liquid cul-
tures (Jakob et al. 2013), since this was not possible with the
Bombella strains, the EPS were recovered directly from the
plates as described in the “Production and recovery of fruc-
tans” section.

Monosaccharide composition and glycosidic
linkages

Monosaccharide analysis (see the “Monosaccharide compo-
sition analysis” section) showed that both EPS were com-
posed of fructose. Galactose and glucose were only detected
in traces (<2%). Thus, both EPS are fructans. By using NMR-
spectroscopy (see the “Nuclear magnetic resonance spec-
troscopy” section), levan-derived signals were detected for
both fructans (data not shown). In addition, determination of
glycosidic linkages by methylation analysis (see the “Methy-
lation analysis” section) provided further insights into the
portions of linkages (Fig. 1) and revealed that both fruc-
tans are not solely 2,6-linked but also contain ~10% of 2,1-
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Figure 2. Molecular weight distribution of native B. apis TMW 2.1884 (black) and B. mellum TMW 2.1889 (blue) fructans recovered from

sucrose-containing agar-plates determined with AF4-MALLS.

linked Fruf units. Furthermore, both fructans contain 7% of
branched units (2,1,6-Fruf).

Molecular weight determination

AF4-MALLS (see the “Molecular weight determination via
asymmetric flow field-flow fractionation” section) was used to
determine the molecular weight of the recovered fructans from
Bombella. The average molecular weight of the B. apis TMW
2.1884 and B. mellum TMW 2.1889 fructan was 77.6 mDa
(£0.2%) and 80.5 mDa (£0.5%), respectively. The molecular
weight distribution is shown in Fig. 2 as the differential weight
fraction.

In addition, a HPSEC-MALLS/RI analysis was performed
(Fig. 3). The analysis showed that both fructans have compa-
rable molecular weights but different size distributions. Com-
parison of the elugrams to standard dextrans with known
molecular weights revealed that the fructans have a size be-
tween 270 kDa and several mDa. Furthermore, the calculated
molecular weights from HPSEC-RI/MALLS analysis were 6
and 12 mDa for B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW
2.1889, respectively. Minor variations in the obtained molec-
ular weights result from the different analytical methods used.
Nevertheless, all results clearly indicate that the fructans are
high-molecular weight (HMW) polysaccharides.

Endo-levanase hydrolysis and distribution of
glycosidic linkages

To obtain information on the distribution of 2,1- and 2,6-
linkages in both fructans from Bombella, endo-levanase hy-
drolysis was performed. Subsequently, the enzymatically re-
leased oligosaccharides were analyzed by HPAEC-PAD/MS
(Fig. 4). Both chromatograms showed several peaks, thus,
multiple oligosaccharides were liberated by endo-levanase
from both fructans. The oligosaccharide patterns were sim-
ilar, indicating that both fructans contain similar structural
elements. Oligosaccharides with identical degrees of polymer-

ization but different elution times indicate that differently
linked oligosaccharides are present. For comparison, the hy-
drolysate of levan from G. albidus was analyzed. This levan is
solely 2,6- and 2,1,6-linked as revealed by methylation anal-
ysis (Hundschell et al. 2020, Ernst et al. 2023). Thus, released
oligosaccharides should exclusively contain these two linkage
types. The chromatograms of the fructan hydrolysates from
Bombella and G. albidus were comparable. Thus, 2,1-linkages
of Bombella fructans most likely form blocks, which are not
hydrolyzed by endo-levanase and not resolved by HPAEC-
PAD.

To gain further information on the size of the obtained hy-
drolysis products, the endo-levanase hydrolysates were ana-
lyzed by HPSEC-RI and compared to the unmodified fruc-
tans from Bombella (Fig. 3). The peaks of the HMW frac-
tions of both fructans disappeared after endo-levanase hy-
drolysis and intense peaks at high elution volumes appear.
This indicates that HMW fractions were hydrolyzed to prod-
ucts with a lower molecular weight. Notably, the elugram
of B. mellum contained hydrolysis products with a molec-
ular weight of up to 670 kDa. Presumably, these products
consist of blocks with consecutive 2,1-linkages or alternat-
ing 2,1- and 2,6-linkages, which were not hydrolyzed by
endo-levanase.

Identification of the Bombella FTase

In order to identify the enzyme that catalyzes fructan syn-
thesis, the Bombella genomes were analyzed in silico for cor-
responding genes. For this purpose, the genomes of all eight
strains were annotated with the DBcan webserver (see the “In-
silico whole genome and sequence analysis” section), a tool
that identifies all carbohydrate active enzymes in the respec-
tive genomes. Typically, levan synthesis of acetic acid bacte-
ria is catalyzed by enzymes of the GH68 family. Since no en-
zymes of the GH68 family were identified, enzymes from the
GH32 family were also included in the search. A GH32 fam-
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Figure 3. HPSEC-RI elugrams of native fructans from B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW 2.1889 strains recovered from sucrose-containing
agar-plates (black) as well as their endo-levanase hydrolysates (blue). The elugram of endo-levanase without fructan is given in gray for comparison and
elution volumes of standard dextrans with known molecular weights are indicated by reference lines.

ily enzyme was identified in all genomes. However, for B. apis
TMW 2.1884, B. apis TMW 2.1891, and B. mellum TMW
2.1889, additional GH32 family enzymes were identified with
the respective locus tags DTI93_RS00530 [445 amino acids
(AAs)], DTJ15_RS01635 (476 AAs), and CPA56_RS00775
(520 AAs).

The percentage identity between the three enzymes is be-
tween 87.3% and 94.7% and below 23.7% toward the other
GH32 family enzymes (Table 1). In the B. apis TMW 2.1891
open reading frame (ORF) DTI93_RS00530, one nucleotide
is missing after position C1376, which probably leads to the
expression of a nonfunctioning protein due to a frameshift

(for gene alignment, see Supplementary Material S1). This mu-
tation explains why the respective strain did not form EPS.
The affected site in the B. apis TMW 2.1891 genome was se-
quenced by Eurofins Genomics (Ebersberg, Germany) for con-
firmation.

To demonstrate that the synthesis of Bombella spp. fruc-
tans is catalyzed by the identified additional GH32 family en-
zymes, the B. mellum TMW 2.1889 ORF CPAS56_RS00775
as well as two versions of the B. apis TMW 2.1884 ORF
DTI93_RS00530 were cloned and expressed in E. coli Top10
(see the "Heterologous expression of B. apis TMW 2.1884
ORF DTI93_RS00530 and B. mellum TMW 2.1889 ORF
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Figure 4. HPAEC-PAD chromatograms of the endo-levanase hydrolysates of native fructans from B. apis TMW 2.1884 and B. mellum TMW 2.1889
recovered from sucrose-containing agar-plates. The chromatogram of the hydrolysate of levan from G. albidus TMW 2.1191 is shown for comparison.
Degrees of polymerization (DP) of the individual oligosaccharides were determined by MS and are given above the peaks.

Table 1. Percentage identity [%] of Bombella GH32 family enzymes calculated with Clustal Omega.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 100 91.37 90.98 90.82 90.82 90.98 90.98 90.98 23.67 22.03 22.59
2 91.37 100 92.97 92.97 92.97 93.13 93.13 93.13 22.81 21.68 21.88
3 90.98 92.97 100 99.53 99.68 99.68 99.68 99.84 22.6 21.44 21.88
4 90.82 92.97 99.53 100 99.53 99.84 99.84 99.68 22.81 21.64 22.12
5 90.82 92.97 99.68 99.53 100 99.68 99.68 99.84 22.81 21.64 22.12
6 90.98 93.13 99.68 99.84 99.68 100 100 99.84 22.81 21.64 22.12
7 90.98 93.13 99.68 99.84 99.68 100 100 99.84 22.81 21.64 22.12
8 90.98 93.13 99.84 99.68 99.84 99.84 99.84 100 22.81 21.64 22.12
9 23.67 22.81 22.6 22.81 22.81 22.81 22.81 22.81 100 90.56 87.34
10 22.03 21.68 21.44 21.64 21.64 21.64 21.64 21.64 90.56 100 94.74
11 22.59 21.88 21.88 22.12 22.12 22.12 22.12 22.12 87.34 94.74 100

1-8: GH32 family enzymes present in all Bombella genomes. 1 = B. favorum TMW 2.1880 (CPAS7_RS07755), 2 = B. mellum TMW 2.1889
(CPAS56_RS07355), 3 = B. apis TMW 2.1891 (DTJ15_RS07680), 4 = B. apis TMW 2.1888 (DTQ13_04 050), 5 = B. apis TMW 2.1884 (DTI93_RS04755),
6 = B.apis TMW 2.1882 (COS583_RS08065), 7 = B. apis TMW 2.1890 (CPA54_RS07155),and 8 = B. apis TMW 2.1886 (DTJ06_07 900). 9-11: Additional
GH32 family enzymes. 9 = B. mellum TMW 2.1889 (CPAS56_RS00775), 10 = B. apis TMW 2.1884 (DTI93_ RS00530), and 11 = B. apis TMW 2.1891

(DTJ15_RS01635). NCBI accession number are given in parentheses.

CPAS56_RS00775 in E. coli” and ”Production and recovery of
fructans” sections). The first version corresponds to the orig-
inal ORE, the second version is extended by 357 bases (119
AAs) because, according to the whole genome data, another
OREF is also conceivable (Supplementary Material S2). An E.
coli Top10 strain transformed with an unmodified expression
plasmid was always included as a control. Purification of a
useable amount of the heterologously expressed proteins by
affinity chromatography failed due to poor expression and
the strong tendency to form inclusion bodies. However, slime
formation was observed for the E. coli strain expressing the
extended version of the B. apis TMW 2.1884 protein when
grown on agar plates containing the substrate sucrose, the in-
ducer arabinose and sorbitol to facilitate correct protein fold-
ing (see the “Production and recovery of fructans” section).
Formed fructans were recovered from the agar plates (see the
“Production and recovery of fructans” section) and subjected
to methylation analysis (see the “Methylation analysis” sec-
tion). The analysis revealed that comparable portions of all
three linkage types (2,6-Fruf, 2,1-Fruf, and 2,1,6-Fruf) occur
in the fructan natively produced by B. apis TMW 2.1884 (see
the “Exopolysaccharide formation by Bombella spp.” section)
and in the fructan produced by the E. coli strain expressing the

extended version of the GH32 family enzyme (Fig. 1). With a
high level of confidence, it is postulated that the heterologous
expressed enzyme is the FTase that catalyzes fructan forma-
tion in B. apis TMW 2.1884. Accordingly, it is assumed that
in B. mellum TMW 2.1889, the ORF CPA56_RS00775 en-
codes for the corresponding FTase.

Sequence analysis of the Bombella FTase

For a phylogenetic analysis of the Bombella FTases, several
GH32 and GH68 family enzyme sequences were obtained
from the NCBI database. Actual enzymatic activity of the
enzymes used was demonstrated in corresponding publica-
tions. The GH68 family was represented by levansucrases
from G. albidus (Jakob et al. 2020), Kozakia baliensis (Brandt
et al. 2016), G. diazotrophicus (Martinez-Fleites et al. 2005),
Halomonas smyrnensis (Poli et al. 2009), P. syringae (Visna-
puu et al. 2011), Ba. subtilis (Porras-Dominguez et al. 2015),
Leuconostoc mesenteroides (Kang et al. 2005), and Limosilac-
tobacillus reuteri (Ni et al. 2018). Accordingly, enzymes from
Ba. licheniformis (Porras-Dominguez et al. 2014), Ba. subtilis
(Jensen et al. 2016), G. diazotrophicus (Menéndez et al. 2004),
Microbacterium sp. AL-210 (Cha et al. 2001), Paenarthrobac-
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Figure 5. Phylogenetic tree of bacterial GH32 and GH68 family enzymes with Bombella FTases using the neighborjoining method (Saitou and Nei 1987)
in MEGA X (Kumar et al. 2018). Scale represents the number of amino acid substitutions per site. Numbers at nodes indicate bootstrap percentages
using 1000 replicates. Granulibacter bethesdensis CGDNIH1T was used as the outgroup. NCBI accession numbers are given in parentheses.

(b)

Figure 6. Protein crystal structure models of (a) B. apis TMW 2.1884 and (b) B. mellum TMW 2.1889 FTases. Models were constructed with the
SWISS-MODEL (Template SMTL ID: 3rwk.1). The GH32 C-terminal domains are colored turquoise (B. apis: 444-551; B. mellum: 400-507) and
N-terminal five-bladed B-propeller catalytic domains yellow (B. apis: 50-393; B. mellum: 24-351). The highlighted predicted catalytic triad consists of
Asp75, Asp216, and Glu263 for B. apis and Asp31, Asp172, and Glu219 for B. mellum. For comparison, visualized crystal structures models of a (c) levan
fructotransferase (GH32 family) from Pa. ureafaciens (SMTL ID: 4fff.1) and a (d) levansucrase (GHE8 family) from G. diazotrophicus (SMTL ID: 1w18.1)
are shown.
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Table 2. Conserved motifs among microbial FTase.

Motif Bombella Position Bombella
Motif number  designation Consensus sequence Position* sequence (apis/mellum) Function
I VWDSW (V/L)WD(T/S) 84-8 LWRTW (87-91/43-7) Catalytic nucleophile,
(W/M) conserved in GH68 family
1 EWSGS (E/Q)W/(A /S)G(T/S) 162-6 YWSGS (145-9/101-5) Sucrose box I, conserved in
GH68 family
111 DG DG 172-3 RG (160-1/116-7) Involved in acceptor
recognition
v LFYTD LF/Y)YT(D/C) 177-81 VYYYI (165-9/121-5) Sucrose box II and acceptor
recognition
\Y% RDP RDP 246-8 RDC (215-7/171-3) Catalytic center, stabilizes
transition state and
contributes to sucrose
hydrolysis and fructan
polymerization
VI YLVFE Y(M /L)VFE 258-62 FAFFR (238-42/194-8) Sucrose hydrolysis and
transfructosylation
VII PLI PL(V/I) 330-2 PLV (260-2/216-8) Conserved among FTase;
unknown function
VIII DEIER D(Q/E) (T/T)ER 339-43 LK(I/V) (270-4/226-30) Catalytic center, acid—base
(V/L)KD catalyst, conserved in GH68
family
IX YLFT YLF(T/S) 354-7 AILG (285-8/241-4) Conserved in microbial
FTase
X YKPLN YXP(L / M)N 388-92 YKGFQ (363=7/319-23)  Conserved in GH68 family
XI TYS TYS 410-2 DYS (381-3/311-13) Orientates nucleophilic

residue for
transfructosylation

*Motif designation and amino acids positions are relative to Ba. subtilis levansucrase sequence (NCBI accession number: P05655). Modified from Velazquez-
Herndndez et al. (2009). Bold characters in the Bombella sequence indicate consensus positions, underlined characters indicate amino acids with properties
similar to the consensus sequence. Functions were obtained from Meng and Fiitterer (2003), Martinez-Fleites et al. (2005), and van Hijum et al. (2006).

ter ureafaciens (Song et al. 2000), M. laevaniformans (Song et
al. 2002), and Streptomyces exfoliatus (Yokota et al. 1993)
were used for the levan-degrading GH32 family. The corre-
sponding phylogenetic tree with all NCBI accession numbers
is shown in Fig. 5. The tree shows a clear grouping of the
two GH enzyme families, independent of the taxonomic rela-
tionship of the host organisms. The uniqueness of Bombella
FTases is shown by the formation of its own branch, which
can be assigned to the GH32 family.

Crystal structure models of the B. apis TMW 2.1884 and B.
mellum TMW 2.1889 FTases (Fig. 6) were constructed with
the SWISS-MODEL webserver (Template SMTL ID: 3rwk.1,
see the “In-silico whole genome and sequence analysis” sec-
tion). Additionally, visualized crystal structures of a levan-
sucrase (GH68 family) from G. diazotrophicus (SMTL ID:
1w18.1) and a levan fructotransferase (GH32 family) from P.
ureafaciens (SMTL ID: 4fff.1) are shown for comparison. Pro-
tein domains predicted by InterPro (see the “In-silico whole
genome and sequence analysis” section) were added manu-
ally. Five-bladed B-propeller catalytic domains (yellow) were
detected in all enzymes. The C-terminal domains of the three
GH32 enzymes form typical f-sandwich modules (turquoise),
which clearly distinguishes them from the GH68 family en-
zyme. Catalytic triads are composed of Asp75, Asp216, and
Glu263 for B. apis, Asp31, Asp172, and Glu219 for B. mel-
lum, Asp73, Asp247, and Glu339 for G. diazotrophicus and
Asp14, Asp146, and Glu196 for P. ureafaciens.

Both enzyme sequences of Bombella FTases were screened
for conserved motifs of other microbial FTases (Veldzquez-
Hernandez et al. 2009). A total of 11 motifs with different
functions were analyzed. The results are shown in Table 2.
All motifs were found in both enzyme sequences, but the cor-

responding regions all show differences from the consensus
sequences described in literature. All identified FTase motifs
are located on the N-terminal five-bladed B-propeller catalytic
domain. In order to compare whether the motifs are more con-
served in the Bombella FTases than in other GH32 enzymes,
an alignment was made with the enzymes mentioned above
and the motifs were marked (Fig. 7). Of the 11 motifs, some
actually appear to be more conserved, such as motifs I, IV,
and VIL. Other motifs, such as V and VI, which are associ-
ated with polymerization/transfructosylation, do not show in-
creased conservation in Bombella FTases.

Discussion

Fructan structure

Fructans of Bombella spp. are levan-type fructans, which pos-
sess 2,1-linked Fruf units in addition to 2,6- and 2,1,6-linked
Fruf units. Furthermore, we demonstrated that larger blocks
of 2,1-linked Fruf units are present in fructans from B. mel-
lum. However, smaller consecutively 2,1-linked sections may
also be present in B. apis fructans. Bacterial mixed-linkage
fructans have not been described in literature yet. However, in
the plant kingdom fructans containing 2,1- and 2,6-linkages,
so called graminans, are known (Verspreet et al. 2014). From
our data, we cannot conclude with certainty whether the fruc-
tans of Bombella are composed of two separate differently
linked polysaccharides or whether they are copolymers. Nev-
ertheless, it seems likely that a single enzyme forms copoly-
mers rather than two individual polymers. Methylation anal-
ysis also demonstrated that fructans are branched by 2,1,6-
Fruf units, which was supported by the results from endo-
levanase hydrolysis: Several oligosaccharides were liberated,

IxxXiii



9 Publikationen

Publikation: Journal of Applied Microbiology, 134, Ixad268

10

Hérer et al.

Bapi GNPEWTPNSGFPTTSWISYSGPTIDAMTSDDDREPSGKDVFIDKNSSLSGT) 146
Bmel GDPEWTPDSGFPATSWISYSGPTIDAMTSDDDREPSGKDVFIDKNSSLSGT) 102
MAL2 ISGON NGPGGW-- DHATTSDGVAFTHHGTVMPL--QPDFP) 117
Pure DHASTTDGVAFTHHGTVMPL--RPDFP) 108
Mlae ——RLATSADGVAFADQGVAAPKGTNANY 148
Blic RHAVSDDLVHWQODQGVAIPKYTNKNG: 85
Sexf RLATTKDLVSFTDRGVAVPKDTTPNG 119
Bsub GHAVSKDLVTWEHLPVALYP--DEKGT) 105
Gdia GHATSTDLLHWTEHGVAIAA--TPGEE| 113
* . K
II III v
Bapi DEEDRLGEEGRGSEYYEMSGPAPV—————— -LQAIYLLVAKRLG--EVPYNL 194
Bmel DEENRL -LQAIYLLVADRLG--EVPYNL 150
MAL2 VVDTANTA GIRKYQEQYLYWSTDGGYTFTALPD 170
Pure VVGTANTA 161
Mlae VVDHAGTA 208
Blic DSQONTA 137
Sexf VVDTGNTA 172
Bsub VVDKNNTS IYT-------QDREGHQVQSIAYSNDKGRTWTKYAG 158
Gdia VPDPLNRS FHTSVFHDNPAHPDGTQAQSVSVSHDGGFTWRPYAH 173
ok K . . - . *
v
Bapi G--ICCSPDL--VPESVRDEGRD VFWDDDNSQLVMATTIGT! 248
Bmel G--MCCSPDL--VPDSVRDGGRD! VFWDDDHSQLVMAATIGT! 204
MAL2 PVILN-TDGRTATTPAEIENAEW IHWDALRGEWVCVIGRAR 227
Pure PVIVN-TDGRAATTPAEIENAEW IHWDTARGEWVCVIGRLR 218
Mlae --RD VVWDDERQRWVALIAERD: 254
Blic -VD! VIWDEEDDKWVMALAEGT 183
Sexf IRDEDRGRWVMALAEND: 218
Bsub NPVIP-NPGK--—=—===—==—= VEWYEKEKKWVMVLAAGD! 204
Gdia NPVLTLHPDS—~======———- SVEWYQDGGCWIMTTVVGDAQL| 222
VII VIII IX
Bapi WDFLSSME----- IDHGNTLGHKW]| VQGDYPGGTQSHEC 303
Bmel WEFLSSLE-—---- VQGDYPGGTQSNEC 259
MAL2 WQWTSNFDYPN-- MDAYG---VGLPMT 277
Pure WTLRRNFDYPN-- MDAYG---IGLPMT 268
Mlae WTRTGEY--VN--AGI SANGYA---TNEPAT 302
Blic WRYTSSF--QT--ENI 231
Sexf WTYVGGF--VH--DGI 266
Bsub WTYASEFGQDQ-GSH SVGNGA---VSGGSG 257
Gdia 276

WSFLSDFQPSGYRKP
*

SVNPWS---IAGGSG

Figure 7. Alignment of GH32 family enzymes. Letters with a green background correspond to the consensus sequence of conserved motifs of microbial
FTases (GH68 family), red letters do not. Bapi = B. apis FTase, Bmel = B. mellum FTase, MAL2 = M. sp. Al-210 levan FTase, Pure = Pa. ureafaciens
levan FTase, Mlae = M. laevaniformans levanase, Blic = Ba. licheniformis endolevanase, Sexf = S. exfoliatus levanbiohydrolase, Bsub = Ba. subtilis

levanase, and Gdia = G. diazotrophicus levanase.

which suggests the presence of different linkage types. Overall,
this reveals that fructans from Bom bella have highly complex
molecular structures.

The molecular weight of fructans from Bombella is in the
range of 10°~107 Da as revealed by different analytical meth-
ods. Thus, the fructans are HMW polysaccharides, which are
usually synthesized by GH68 enzymes (Srikanth et al. 20135,
Jakob et al. 2019) and not by GH32 enzymes (Lammens et al.
2009, Alamie et al. 2023).

Bombella FTases in comparison with other GH32
and GH68 family enzymes

The identified FTases of B. apis TMW 2.1884 and B. mellum
TMW 2.1889 can be assigned to the GH32 family both phylo-
genetically (see the “Sequence analysis of the Bombella FTase”
section and Fig. 5) and structurally (see the “Sequence analysis
of the Bombella FTase” section and Fig. 6). To our knowledge,
there is no other description of bacterial enzymes of the GH32
family involved in the formation of HMW fructans. In other

acetic acid bacteria, only levansucrases are known to catalyze
the formation of HMW fructans (Jakob et al. 2019). The cor-
responding enzymes could be divided into two groups based
on sequence differences, but all were assigned to the GH68
family.

All protein motifs found in the FTases of B. apis TMW
2.1884 and B. mellum TMW 2.1889 that have been asso-
ciated with fructan formation (Veldzquez-Hernandez et al.
2009) lie in the N-terminal five-bladed B-propeller catalytic
domain region shared by all GH32 and GH68 enzymes (see
the “Sequence analysis of the Bombella FTase” section). How-
ever, since these motifs of the Bombella FTases do not ex-
actly correspond to the given consensus sequences, their ac-
tual function cannot be determined with certainty. In order
to clarify the actual influence of the corresponding motifs on
the formation of HMW fructans, complex mutation studies
would have to be carried out, as has already been done by
Meng and Fiitterer (2003) and Xu et al. (2022) for GH68 fam-
ily enzymes.
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As mentioned in the introduction, a major difference be-
tween GH68 and GH32 enzymes is the C-terminal domain
of the GH32 enzymes consisting of two six-stranded B-
sheets, which are composed of antiparallel B-strands form-
ing a sandwich-like fold (Lammens et al. 2009). This struc-
ture has been linked to FTase activity in fungi, albeit only for
the formation of fructo-oligosaccharides (FOS) (Trollope et
al. 2015). Whether the C-terminal domains of the Bombella
FTases play a role in the synthesis of the HMW fructans can-
not be concluded with the current state of knowledge.

Future prospects

Apart from the open questions concerning fructan structures
and catalysis mechanisms discussed in the previous sections,
the discovery of the Bombella FTases has opened up numer-
ous further research topics. A more detailed investigation of
the heterologously expressed enzyme with regards to substrate
specificity and enzyme kinetics could shed light on the actual
function of the enzyme in Bombella strains possessing it. In
addition, this could lead to the identification of potential ap-
plications. One application of the fructans, which can already
be discussed, is the use as prebiotics in foods or in infant nu-
trition (Coussement 1999, Kaur and Gupta 2002). Due to the
presence of three different types of glycosidic linkages (see
the “Monosaccharide composition and glycosidic linkages”
and “Endo-levanase hydrolysis and distribution of glycosidic
linkages” sections) that prevent complete enzymatic hydroly-
sis, the endo-levanase hydrolysates of Bombella fructans con-
tain a variety of low-molecular weight fructans and fruc-
tooligosaccharides and could therefore be particularly suitable
as prebiotic food supplements.
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