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Bestimmte heterotrophe Bakterien konservieren Energie
durch Kopplung der vollst�ndigen Oxidation von n-Alkanen
zu Kohlendioxid an die Reduktion unterschiedlicher Elek-
tronenakzeptoren. Aerobe n-Alkan-verwertende Bakterien,
die seit dem Anfang des letzten Jahrhunderts bekannt sind,
nutzen Disauerstoff nicht nur als terminalen Elektronen-
akzeptor, sondern auch als Cosubstrat f�r enzymatische Re-
aktionen, die diese inerten Substrate in sauerstoffhaltige
Metabolite f�r den weiteren Abbau umwandeln.[1] Aufgrund
dieser speziellen Funktion des Disauerstoffs bei der Akti-
vierung von n-Alkanen in aeroben Bakterien wurde die
Verwertung dieser Substrate durch anaerobe Bakterien unter
strikt anoxischen Bedingungen lange Zeit als unmçglich an-
gesehen. In den letzten 20 Jahren wurden jedoch zahlreiche
denitrifizierende, Eisen(III)-reduzierende und Sulfat-redu-
zierende Bakterien beschrieben, welche n-Alkane und andere
Kohlenwasserstoffe in Abwesenheit von molekularem Sau-
erstoff zu CO2 oxidieren.[2] Da n-Alkane ausschließlich un-
polare C-H-s-Bindungen enthalten, ist ein homolytischer
Mechanismus der enzymatischen Aktivierung am wahr-
scheinlichsten.[3] Dementsprechend nutzen anaerobe Bakte-
rien h�ufig Glycylradikalenzyme zur selektiven Abstraktion
eines Wasserstoffatoms von C2 des n-Alkans, was zur Addi-
tion eines Alk-2-ylradikals an die Doppelbindung von Fu-
marat (2) f�hrt (Schema 1).[4,5]

Mechanistisch scheint diese Reaktion der Bildung von
Benzylsuccinat aus Toluol durch das Glycylradikalenzym
Benzylsuccinatsynthase zu �hneln.[6] In der Tat ergaben EPR-
spektroskopische Untersuchungen deutliche Hinweise auf die
Anwesenheit eines Glycylradikalenzyms in Zellen des de-
nitrifizierenden Betaproteobakteriums „Aromatoleum“
Stamm HxN1 beim anaeroben Wachstum mit n-Hexan.[4]

Eine vermutete (1-Methylalkyl)succinatsynthase mit �hn-
lichkeit zur Benzylsuccinatsynthase wurde nachgewiesen.[7]

Allerdings ist die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von
einem n-Alkan wesentlich anspruchsvoller als ein solcher
Prozess an der Methylgruppe von Toluol.[8] Um den Mecha-
nismus der Funktionalisierung von n-Alkanen unter anoxi-
schen Bedingungen besser zu verstehen, haben wir die Ste-
reochemie dieser beispielhaften C-H-Aktivierung detailliert
untersucht.

Die Analyse von Metaboliten in anaerob mit n-Hexan (1)
gewachsenen Zellen von Stamm HxN1 zeigte, dass das ge-
bildete (1-Methylpentyl)succinat (3) als Diastereomerenpaar
vorliegt,[4] was auf eine unvollkommene Stereoselektivit�t der
Enzymreaktion hinzudeuten schien. Die analoge Bildung von
Benzylsuccinat aus Toluol durch die Benzylsuccinatsynthase
f�hrt ausschließlich zum (R)-Enantiomer.[10] Durch anaerobe
Inkubation von Stamm HxN1 mit perdeuteriertem n-Hexan
wurde herausgefunden, dass das abstrahierte C2-Wasser-
stoffatom vom n-Alkan auf die C3-Position des Succinats
�bertragen wird.[4] Es wurde vorgeschlagen, dass der weitere
Abbau von 3 �ber die Aktivierung als Coenzym-A-thioester,
eine intramolekulare Umlagerung zum (2-Methylhexyl)-
malonyl-CoA (5) und anschließende Decarboxylierung zu 4-
Methyloctanoyl-CoA (6) verl�uft, welches durch Dehydrie-
rung und b-Oxidation weiter abgebaut wird (Schema 1).[9]

Um die Konfiguration der neu gebildeten Stereozentren
aufzukl�ren, haben wir alle vier Stereoisomere von 3 zum
Vergleich synthetisiert. Daf�r wurden racemisches bzw.
reines (R)- oder (S)-Hexan-2-ol an der Hydroxygruppe akti-
viert und mit Malons�urediethylester substituiert, mit
Bromessigs�ureethylester alkyliert und nach Esterspaltung
decarboxyliert (siehe Hintergrundinformationen). Die aus
(S)-Hexan-2-ol [(2R,1’R)- und (2S,1’R)-Isomere 3a und 3 d]

Schema 1. Einleitende Schritte bei der anaeroben Oxidation von
n-Hexan im denitrifizierenden Stamm HxN1[9] unter Ber�cksichtigung
der in dieser Arbeit vorgeschlagenen Stereochemie der beteiligten Re-
aktionen. a) (1-Methylalkyl)succinat-Synthase; b) (1-Methylalkyl)succi-
nat-CoA-Ligase; c) (1-Methylalkyl)succinyl-CoA-Epimerase; d) (2-Me-
thylalkyl)malonyl-CoA-Mutase; e) (2-Methylalkyl)malonyl-CoA-Decarb-
oxylase; f) 4-Methylalkanoyl-CoA-Dehydrogenase.
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und (R)-Hexan-2-ol [(2S,1’S)- und (2R,1’S)-Isomere 3b und
3c] erhaltenen Gemische von 3 wurden direkt f�r die Analyse
eingesetzt, w�hrend das aus racemischem Hexan-2-ol erhal-
tene Gemisch durch fraktionierende Kristallisation in die
(2R,1’R)/(2S,1’S)-Isomere (3a und 3b) bzw. (2R,1’S)/(2S,1’R)-
Isomere (3c und 3d) getrennt wurde. Wie in Abbildung 1
dargestellt, erzeugt Stamm HxN1 beim anaeroben Wachstum
mit 1 ausschließlich 3a und 3d in gleichen Mengen. Dies zeigt,

dass beide Konfigurationen an C2 des Succinats vorhanden
sind. Dagegen tr�gt das Stereozentrum an C1’ der Produkte
(C2 des Kohlenwasserstoffs) einzig die (R)-Konfiguration.
Infolgedessen wird nur (R)-4-Methyloctans�ure als Produkt
der anschließenden Schritte im Abbauweg gebildet, was
durch Vergleich mit synthetischen authentischen Standards
von (R)- und (S)-4-Methyloctans�ure nachgewiesen wurde
(siehe Hintergrundinformationen).

Eine derart vollst�ndige Stereokontrolle bei der Bildung
eines Stereozentrums an einem sekund�ren Alkylkohlen-
stoffatom ließ vermuten, dass die Abstraktion des Wasser-
stoffatoms vom n-Alkan ebenso stereoselektiv verl�uft. Um
dies n�her zu untersuchen, haben wir den Verbleib der
Deuteriumatome in den stereospezifisch markierten n-(2,5-
2H2)Hexanisomeren 10a–c und n-(2,2-2H2)Hexan (11) beim
anaeroben Wachstum von Stamm HxN1 verfolgt. Dazu wurde
zun�chst eine Synthese f�r (R,R)-, (S,S)- bzw. (meso)-n-(2,5-
2H2)Hexan aus (S,S)-, (R,R)- bzw. (meso)-Hexan-2,5-diol
entwickelt; die in Schema 2 dargestellte Route f�r 10 a steht
stellvertretend f�r die Synthese der anderen (2,5-2H2)Hexane.
Das Diol 8 wurde in sein Di-p-toluolsulfonat 9 �berf�hrt,
welches anschließend mit Lithiumaluminiumdeuterid in Te-
traethylenglycoldimethylether (Tetraglyme) unter Inversion
der Konfiguration (SN2) an jedem Stereozentrum reduziert
wurde.[11] Die Verwendung des hochsiedenden Lçsungsmit-
tels Tetraglyme (Sdp. 276 8C) ermçglichte die direkte Ab-
destillation des reinen, deuterierten n-Hexans (Sdp. � 69 8C)

aus der Reaktionsmischung. Die stereochemische Zuordnung
der n-(2,5-2H2)Hexanisomere erfolgte anhand der bekannten
Chiralit�t der Vorl�uferdiole und durch rçntgenkristallogra-
phische Untersuchungen der erhaltenen Di-p-toluolsulfonate
(siehe Hintergrundinformationen). Die deuterierten n-
Hexane wurden mithilfe von 1H-, 2H- und 13C-NMR-Spek-
troskopie sowie Elektronenstoßionisations-Massenspektro-
metrie (EIMS) charakterisiert (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Der abgesch�tzte 2H-Gehalt an jeder isotopenmar-
kierten Position lag �ber 98 %. Zuvor wurden bereits ste-
reoisomere n-(2,3-2H2)Butane mit geringer isotopischer
Reinheit genutzt, um die aerobe Oxidation von n-Butan
durch die membrangebundene Methanmonooxygenase (p-
MMO) aus Methylococcus capsulatus (Bath) zu untersu-
chen.[12]

Die Inkubationsxperimente wurden mit n-Heptan-adap-
tierten Kulturen von Stamm HxN1 unter Verwendung eines
Gemischs von n-Heptan und dideuteriertem n-Hexan (8:1)
durchgef�hrt, um die Bildung von unmarkiertem 3 zu ver-
meiden. Die Rotationssymmetrie der n-(2,5-2H2)Hexaniso-
mere zwingt das Enzym, ein CHD-Zentrum mit definierter
Konfiguration anzugreifen und erleichtert die Produktanaly-
se. Eine vollst�ndige �bertragung eines Deuteriumatoms auf
den Succinatrest von 3 wurde bei Zugabe von 10 a beobachtet,
w�hrend mit 10 b keine nachweisbare Deuterium�bertragung
stattfand (Abbildung 2). Dies beweist, dass w�hrend des In-
itialschritts des katalytischen Zyklus des (1-Methylpen-
tyl)succinat-bildenden Enzyms ausschließlich das proS-Was-
serstoffatom von C2 des n-Hexans (1) abstrahiert wird.
Nachfolgend bindet die sekund�re Alkylspezies mit der dem
abstrahierten Wasserstoff entgegengesetzten Seite an ein
Fumaratmolek�l, wodurch die (1’R)-Konfiguration in 3 er-
zeugt wird. Somit kommt es insgesamt zu einer Inversion der
Konfiguration an C2 von 1. Die Bildung von 3 wird durch die
R�ck�bertragung des zuvor abstrahierten Wasserstoffatoms
abgeschlossen, was zudem das Cysteinylradikal regeneriert.
Die Wasserstoffabstraktion und die Addition an Fumarat
kçnnten �berdies, �hnlich einer SN2-Reaktion, konzertiert
verlaufen (Schema 3). Ein derartiger Mechanismus kçnnte
erkl�ren, wie der hohe Unterschied der Bindungsdissozia-
tionsenergien zwischen einem Thiol (RS-H) und einer Me-
thylen-C-H-Bindung eines n-Alkans (DBDE � 40 kJmol�1)
�berwunden werden kann. Demgem�ß w�rde das hochener-

Abbildung 1. Gaschromatogramme, die die spezifische Bildung der
(2R,1’R)- und (2S,1’R)-Isomere von 3 w�hrend des anaeroben Wachs-
tums von Stamm HxN1 mit 1 zeigen. A) Synthetisches Gemisch aller
vier Stereoisomere; B) von Stamm HxN1 gebildete Produkte. F�r die
Trennung mit GC wurden die Stereoisomere von 3 mit (R)-1-Phenyl-
ethanamin derivatisiert (siehe Hintergrundinformationen).

Schema 2. Synthese von (2S,5S)-n-(2,5-2H2)Hexan (10a). a) p-Toluol-
sulfonylchlorid, Pyridin in Dichlormethan (p-Toluolsulfonyl = Ts);
b) LiAl2H4 in Tetraglyme (f�r vollst�ndige experimentelle Details siehe
Hintergrundinformationen). Die Strukturen weiterer in dieser Arbeit
verwendeter dideuterierter n-Hexane sind ebenfalls abgebildet.
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getische Hex-2-ylradikal nicht als einzelne, enzymgebundene
Spezies existieren. Das einzige feststellbare Radikal in dieser
Reaktion w�re das durch die benachbarte Carboxylgruppe
stabilisierte Radikal an C3 des Succinatrests, welches dem
Radikal �hneln w�rde, das w�hrend der durch die Gluta-
matmutase katalysierten Kohlenstoffger�stumlagerung auf-
tritt.[13] Mit 10c sowie 11 wurden Gemische dideuterierter
Isotopologe von 3 gebildet, wobei die Hauptprodukte durch
Umlagerung der proS-Wasserstoffatome von C2 bzw. C5
entstehen (siehe Hintergrundinformationen). Dieser Befund
belegt einen signifikanten prim�ren Isotopeneffekt (� 3) f�r
die Abstraktion des Wasserstoffatoms.

In Anbetracht der nachgewiesenen Stereoselektivit�t der
Benzylsuccinatsynthase[10] ist die Bildung von gleichen An-
teilen der Diastereomere 3a und 3d als Resultat einer nicht-
stereoselektiven Addition des Hex-2-ylradikals an das Fu-
marat hçchst unwahrscheinlich. Vielmehr weist der vollst�n-
dige Austausch des aus (2,3-2H2)Fumarat stammenden C2-
Deuteriumatoms in 3 mit externem Wasserstoff[4] auf eine
Epimerisierung hin. Ein Pr�zedenzfall einer solchen Reakti-
on wird durch die a-Methylacyl-CoA-Racemase kataly-
siert,[14] ein Enzym, das f�r den Metabolismus bestimmter 2-
Methylfetts�uren mit (R)-Konfiguration bençtigt wird, da nur
die (S)-Isomere als Substrat f�r die b-Oxidation fungieren.
Daher schlagen wir vor, dass das eingangs gebildete Isomer
von 3, als CoA-Thioester 4, epimerisiert wird, um das von der
vermuteten Mutase bençtigte Diastereomer zu generieren.
Bemerkenswerterweise gehçrt die homologe a-Methylacyl-
CoA-Racemase aus Mycobacterium tubercolosis zur Fami-
lie III der CoA-Transferasen und stellt das einzige bekannte
Beispiel einer CoA-Racemase in dieser relativ neuen En-
zymfamilie dar.[15] Weitere Mitglieder dieser Superfamilie
sind die (E)-Cinnamoyl-CoA:(R)-Phenyllactat-CoA-Trans-
ferase und die Succinyl-CoA:(R)-Benzylsuccinat-CoA-
Transferase.[16] Aus diesem Grund spekulieren wir, dass die
Aktivierung von 3 und die Epimerisierung von 4 in Stamm
HxN1 durch ein und dasselbe Enzym katalysiert werden
kçnnten.

Es ist beachtenswert, dass ausschließlich das aus 2 und
nicht das aus 1 stammende Wasserstoffatom an C3 von 3
w�hrend der Kohlenstoffger�stumlagerung von 4 zu 5 wan-
dert (Schema 1).[9] Des Weiteren werden ausschließlich das
aus 1 stammende Wasserstoffatom an C2 bzw. das aus 2
stammende Wasserstoffatom an C3 von 6 bei der Dehydrie-
rung zu 4-Methyloct-2-enoyl-CoA (7) entfernt. Diese Beob-
achtung steht im Einklang mit der zu erwartenden Stereo-
chemie der durch die Acyl-CoA-Dehydrogenase katalysier-
ten einleitenden Dehydrierung w�hrend der b-Oxidation.[17]

Unter Ber�cksichtigung der Tatsache, dass die durch die
Methylmalonyl-CoA-Mutase katalysierte analoge Decarb-
oxylierung/Transcarboxylierung sowie die intramolekulare

Abbildung 2. Massenspektren, die das Markierungsmuster von deute-
rierten Isotopologen von 3 (als Dimethylester nach Derivatisierung mit
Diazomethan) zeigen, die w�hrend des anaeroben Wachstums von
Stamm HxN1 in Anwesenheit von stereospezifisch deuterierten n-He-
xanen gebildet wurden. A) 3 gebildet aus 1; B) (1’,4’-2H2)-3 gebildet
aus 10b ; C) (3,4’-2H2)-3 gebildet aus 10a. Dargestellt sind die Massen-
spektren der (2R,1’R)-Isomere; im Wesentlichen identische Massen-
spektren wurden f�r die entsprechenden (2S,1’R)-Isomere erhalten.
Das Fragmention mit m/z 199 ([M�31]+, resultierend aus dem Verlust
von -OCH3 aus den Estergruppen) in (A) wird zu m/z 201 in (B) und
(C) verschoben, was die Anwesenheit von zwei Deuteriumatomen an-
zeigt. Das Fragmention mit m/z 157 in (A) wird zu m/z 159 bzw. m/z
158 in (B) bzw. (C) verschoben. Die Fragmentionen mit m/z 114 bzw.
m/z 146 in (A) werden zu m/z 115 bzw. m/z 147 in (C) verschoben,
wohingegen keine Verschiebung in (B) beobachtet wird. Daraus folgt,
dass ausschließlich das proS-Wasserstoffatom vom n-Alkan abstrahiert
wird.

Schema 3. Vorgeschlagener Mechanismus der (1-Methylpentyl)succi-
nat-bildenden Enzymreaktion. Es ist zu beachten, dass die aktive Form
des Enzyms durch die Abstraktion eines Wasserstoffatoms von einem
benachbarten Cysteinrest durch das Glycylspeicherradikal gebildet
wird.[3]
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Umlagerung des Methylmalonyl-CoA unter Retention der
Konfiguration ablaufen,[18] kann der vollst�ndige stereoche-
mische Verlauf der (1-Methylpentyl)succinat-bildenden Re-
aktion und der nachfolgenden Schritte bis 7 vorgeschlagen
werden (Schema 1). Dies erfordert eine syn-Addition von 1
an 2, was in �bereinstimmung mit dem vorgeschlagenen
Mechanismus der Benzylsuccinatsynthase steht.[19] Der ein-
zige Unterschied zur Umwandlung von Succinyl-CoA �ber
(R)- und (S)-Methylmalonyl-CoA zu Propionyl-CoA ist die
vermutete Decarboxylierung/Transcarboxylierung von
(2R,2’R)-(2-Methylhexyl)malonyl-CoA (5) anstelle des
(2S,2’R)-Isomers. Daf�r w�rde eine zweite Epimerase benç-
tigt, was nicht mit dem Verbleib des aus 1 stammenden
Wasserstoffatoms an C2 von 6 im Einklang w�re.

Zusammenfassend belegen unsere Ergebnisse eine hçchst
stereospezifische anaerobe C-H-Aktivierung eines n-Alkans,
deren stereochemische Besonderheiten im vçlligen Gegen-
satz zur aeroben Oxidation von Methylengruppen durch
Cytochrom P450 und andere Monooxidasen stehen, bei
denen ein mit Retention der Konfiguration einhergehender
Weg bevorzugt wird.[12, 20] Weitere Untersuchungen zur Be-
st�tigung der postulierten Epimerisierung des eingangs ge-
bildeten Diastereomers von 3 mit definierter Konfiguration
an C2 sind auf dem Weg.
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