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duktion auf 2,87 Millionen Tonnen (2025) 
erwartet. Unter den Biokunststoffen gelten 
die biotechnologisch herstellbaren Polyhy
droxyalkanoate (PHA) als schlafende Riesen, 
da sie biokompatibel sind und ähnliche Mate
rialeigenschaften wie die im Kunststoffsek
tor  vielfach  genutzten,  biologisch  nicht 
abbaubaren, Polyolefine (PE, PP) besitzen.

Polyhydroxyalkanoate – biologisch 
abbaubare Biopolymere
PHA sind natürlich vorkommende Polyester 
aus DHydroxyalkansäuren (C3 bis C18), die 
von vielen heterotroph und phototroph wach
senden Bakterien (wie Proteo und Cyanobak
terien) als Speicherstoffe für Kohlenstoff und 
Energie gebildet werden. Sie reichern sich in 
Form cytoplasmatischer Granula an, wenn 
Stressbedingungen wie N oder PMangel vor
liegen, und Kohlenstoff im Überschuss auf
tritt [2]. Ähnlich wie Triacylglyceride (TAG), 
die vor allem von Actinomyceten, Hefen, Pil
zen, Mikroalgen und Pflanzen als Speicher
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ó  Vor dem Hintergrund des Klimawandels 
und einer notwendigen Reduktion persisten
ter petrochemischer Kunststoffe erobern bio
logisch  abbaubare  Kunststoffe  auf  Basis 
nachhaltiger  Rohstoffe  zunehmend  den 
Markt. Bei einer global produzierten Kunst

stoffmenge von etwa 368 Millionen Tonnen 
ist der Marktanteil der Biokunststoffe mit 
2,11 Millionen Tonnen noch sehr gering [1]. 
Aufgrund technischer Fortschritte bei den 
Herstellungsverfahren wird in den nächsten 
fünf Jahren ein Anstieg der Biokunststoffpro

Fluoreszenz-Bioimaging

Fluorimetrische Bestimmung von  
intrazellulären Polyhydroxyalkanoaten

˚�Abb. 1: Biosynthese von PHB in Cupriavidus necator. Unter ausbalancierten Nährstoffbedingungen wird das aus den C-Quellen gebildete Acetyl-CoA 
im Citratcyclus zu CO2 abgebaut und die hierbei gewonnene Energie in das Zellwachstum investiert. Liegt jedoch ein Überschuss der C-Quelle und 
Mangel eines anderen Makroelementes (z. B. N, P, S) im Nährmedium vor, wird der Citratcyclus runterreguliert und durch die steigende Acetyl-CoA-
Konzentration die PHB-Synthese induziert. Mithilfe der b-Ketothiolase (PhaA) kondensieren zunächst zwei Acetyl-CoA-Moleküle zu Acetoacetyl-CoA, 
das unter Mitwirkung der Acetoacetyl-CoA-Reduktase (PhaB) zu 3-Hydroxybutyryl-CoA reduziert wird. Dieses aktivierte Hydroxybuttersäure-Molekül 
wird im letzten Schritt mit der PHB-Synthase (PhaC) unter Freisetzung von Coenzym A zu PHB polymerisiert.
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Fluoreszenzfarbstoffe zur 
Quantifizierung von PHA
Für die Entwicklung effizienter biotechnolo
gischer Herstellungsverfahren von PHA ist 
eine schnelle Quantifizierung des Produkts 
unerlässlich. Häufig genutzte chromatogra
phische, spektroskopische und gravimetri
sche Methoden zur Bestimmung von PHA 
sind meist zeit und materialaufwendig, da 
die Polymere vor der Analyse erst aus den 
Zellen extrahiert werden müssen.

Fluoreszenzbasierte Assays ermöglichen 
eine  schnelle  Analyse  mikrobieller  Zell
inhaltsstoffe während des Fermentationspro
zesses. Grundlage hierfür ist, dass die Fluo
reszenzfarbstoffe die Zellhüllen passieren 
und selektiv an die Biomoleküle binden kön
nen. Nach Lichtanregung (lEx) erzeugen die 
BiomolekülFarbstoffkomplexe ein Fluores
zenzsignal,  das  zur  quantitativen  Bestim
mung  dieser  Stoffe  genutzt  werden  kann. 
Speicherlipide,  wie  PHA,  können  durch 
geeignete  hydrophobe  Farbstoffmoleküle 
angefärbt und über die Intensität der detek
tierten  Fluoreszenzemission  quantifiziert 
werden. In Lösungen mit einer Zellkonzen
tration bis 0,1 (OD) ist das Fluoreszenzsignal 

unter Verwertung organischer CQuellen hete
rotroph wachsen, ist aber auch in der Lage, 
CO2 als anorganische Kohlenstoffquelle che
molithoautotroph zu metabolisieren. Bisher 
wurde  angenommen,  dass  der  Wildtyp 
C.  necator H16 nur Gluconat und Fructose als 
Monosaccharide über den EntnerDoudoroff
Weg verwerten kann, da das Schlüsselenzym 
der Glykolyse – die Phosphofructokinase – 
fehlt. Der Arbeitskreis von Achim Kienle zeig
te,  dass  auch  glucosehaltige  Medien  nach 
einer  kurzen  Anpassungszeit  einen 
glucoseposi tiven Phänotyp in C. necator H16 
induzieren [5], sodass Glucose als preiswerte 
CQuelle nicht nur von CupriavidusMutanten 
verwertet werden kann. Die enzymkatalysier
te  PHBBiosynthese  (Abb. 1)  wird  unter 
Nährstoffl imitation bei gleichzeitigem CÜber
schuss induziert. Unter diesen Bedingungen 
liegt AcetylCoA im Überschuss vor und wird 
über HydroxyacylCoA zum Polymer umge
wandelt und intrazellulär in nativen Granula 
eingeschlossen. Der Wildtyp H16 kann unter 
geeigneten Kultivierungsbedingungen bis zu 
einem Dutzend PHBGranula mit einer Größe 
von 200–500 nm im Cytoplasma anreichern 
[6].

lipide gebildet werden, können PHA von den 
Zellen als Reserve mobilisiert werden, wenn 
eine KohlenstoffMangelsituation auftritt.

Neben Homopolyestern, wie Poly3Hydro
xybutyrat  (PHB), synthetisieren Bakterien 
auch Heteropolymere (Tab. 1). Je nach Spe
zies und Substrat können Kettenlänge und 
Zusammensetzung  sowie  die  Anzahl  der 
Monomereinheiten variieren, was die mecha
nischen  und  thermischen  Produkteigen
schaften beeinflusst und vielfältige Anwen
dungen  insbesondere  im  Verpackungsbe
reich (als PE und PPErsatz) und medizini
schen Bereich  (resorbierbare Naht/Stütz
materialien etc.) ermöglicht.

Hauptvertreter der PHA ist PHB, welches 
1925 von Maurice Lemoigne als Zellinhalts
stoff in Bacillus megaterium entdeckt wurde 
[3] und in vielen Bakterien vorkommt. Beson
ders hohe Mengen an PHB (bis zu 95 % der 
Biomasse) kann das aerobe Bodenbakterium 
Cupriavidus necator akkumulieren [2]. Cupria-
vidus necator ist ein stäbchenförmiges, gram
negatives  Bakterium  mit  einer  Größe  von 
0,7–1,3  mm,  das  1961  von  Hans  Günther 
Schlegel in der Nähe von Göttingen isoliert 
wurde  [4].  Das  Bakterium  kann  einerseits 

Tab. 1: Häufig gebildete PHA-Homopolyester und Copolyester.

PHA   
 
 
H

O OH

R O

100 - 30.000
n

Abkürzung Chemische Struktur (Ausschnitt) Produzenten

scl-PHA - kurzkettige PHA mit einer Monomerkettenlänge von C3–C5, Anzahl Monomereinheiten: ca. 400–30.000

Poly-3-Hydroxybutyrat

R: –CH3  n: 1

PHB, P(3HB)

O O O

O O OCH3 CH3 CH3

3HB

Cupriavidus necator,

Azohydromonas lata 
 (früher  Alcaligenes  latus),

Azotobacter vinelandii,

Bacillus megaterium,

Bradyrhizobium japonicum,

Haloferax mediterranei,

Rhodospirillum rubrum,  
Synechocystis sp.

Poly-(3-Hydroxybutyrat-3- -
Hydroxyvalerat)

R: –CH3 n: 1

–CH2-CH3 n: 1
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O O O

O O OCH3
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CH3

O

CH3 O
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O
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O
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mcl-PHA - mittelkettige PHA mit einer Monomerkettenlänge von C6–C14, Anzahl Monomereinheiten: ca. 50–5.000

Poly-3-Hydroxyoctanoat

R: –(CH2)4-CH3 n: 1

P(3HO)

O O O

O O O

3HO

CH3CH3 CH3 Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas mendocina,

Pseudomonas oleovorans,

Pseudomonas putida
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passage beider Farbstoffe (unveröffentlichte 
Ergebnisse) wurde ein fluoreszenzbasierter 
Assay entwickelt, der eine schnelle und ein
fach  durchführbare  OnlineÜberwachung 
von PHA während der biotechnologischen 
Kultivierung  von  PHAproduzierenden 
Mi kroorganismen  gestattet  [12].  Um  eine 
zuverlässige Quantifizierungsmethode mit 
möglichst geringem Zeitbedarf zu etablieren, 
wurde der Einfluss biotischer und abiotischer 
Faktoren  auf  das  Fluoreszenzverhalten 
untersucht und die Methode angepasst. Mit 
dem LipidGreen2basierten Bioassay gelang 
das  Bioimaging  von  intrazellulären  PHB
Granula am Modellorganismus C. necator. 
Die erhaltene Linearität bei unterschiedli
chen Biomassekonzentrationen der Kultur
suspension (R2 > 0,98 bis 10 gTS/L) gestattet 
eine genaue PHBQuantifizierung in weniger 
als 30 Minuten nach einem einfach durch
führbaren Protokoll  (Abb. 2). Neben einer 
hohen Fluorophorstabilität zeichnet sich der 
Asssay durch eine hohe und reproduzierbare 
Nachweisgenauigkeit bei geringem Hinter
grundrauschen sowie durch eine hohe Sen
sitivität  für den Nachweis  lipophiler Spei
cherstoffe aus. Um die Übertragbarkeit auf 
andere Spezies und Geräte zu gewährleisten, 
wurde ein Standardisierungsverfahren des 
Fluoreszenzsignals entwickelt und die Ergeb
nisse  mit  chromatographischen  Analysen 
verglichen.

LipidGreen2 erwies sich als ein vielver
sprechender, einfach zu handhabender Fluo
reszenzmarker für die selektive Bestimmung 

Chun et al. für die mikroskopische Färbung 
von Neutrallipiden in Zellen und Fettdepots 
des Zebrafisches  [11] beschrieben wurde, 
konnte die Fluoreszenzeffizienz noch verbes
sert werden. LipidGreen2 bewirkte im Ver
gleich zu Nilrot eine stärkere Färbung der 
Lipideinschlüsse bei minimalem nicht spe
zifischem Hintergrundrauschen.

Der cLogPWert, der ein Modellmaß für das 
Verhältnis zwischen Lipophilie (Fettlöslich
keit)  und  Hydrophilie  (Wasserlöslichkeit) 
einer Substanz ist, gibt Auskunft über die 
Hydrophobizität. Für LipidGreen2 liegt die
ser Wert mit 5,92 deutlich höher als für Nil
rot (4,62), was die höhere Selektivität von 
LipidGreen2  für  Neutrallipide  erklärt 
(Tab. 2).

LipidGreen2-Bioassay – 
Quantifizierung von PHB in 
Cupriavidus necator
Vergleichende Untersuchungen von Nilrot 
und LipidGreen2 zur Bestimmung von Lipi
den  in  PHBangereicherten  Cupriavidus
Stämmen und Negativmutanten bestätigten 
die höhere Selektivität von LipidGreen2 für 
Speicherlipide.  Während  bei  Färbung  mit 
Nilrot die Fluoreszenzintensität für PHB nur 
geringfügig höher war als für Membranlipi
de, konnte für LipidGreen2 ein etwa 4fach 
höheres Signal für PHB detektiert werden. 
Fluoreszenzmikroskopische Beobachtungen 
bestätigten  die  hohe  Affinität  von  Lipid
Green2 für Neutrallipide. Auf Basis dieser 
und weiterer Untersuchungen zur Zellwand

proportional zur Konzentration des Farbstoff
PHAKomplexes.

Besonders häufig wurden bisher die Fluo
reszenzfarbstoffe Nilrot und BODIPY einge
setzt [7–9]. BODIPYFarbstoffe zeichnen sich 
durch eine scharfe Emissionsbande und hohe 
Quantenausbeuten aus. Allerdings wird die 
Quantifizierung  durch  eine  hohe  Hinter
grundfluoreszenz erschwert. Der  lipophile 
rote Phenoxazonfarbstoff Nilrot zeigt hinge
gen  eine  geringe  Hintergrundfluoreszenz 
und wird daher häufig zum Anfärben hydro
phober Zellbestandteile, wie Lipiden, einge
setzt.  Allerdings  ist  eine  Unterscheidung 
zwischen  unpolaren  Speicherlipiden  und 
polareren Membranlipiden schwierig, da Nil
rot an alle Lipidmoleküle bindet und sich 
diese in ihren fluoreszenzspektroskopischen 
Eigenschaften  kaum  unterscheiden.  Auf
grund  der  geringen  Sensitivität  und  der 
schnell  nachlassenden  Intensität  der  Fär
bung sowie der bei höheren Konzentrationen 
beobachteten  QuenchingEffekte  ist  eine 
reproduzierbare und genaue Quantifizierung 
mit Nilrot häufig nicht zuverlässig möglich.

LipidGreen, ein neu entwickelter lipophi
ler Fluoreszenzfarbstoff mit einem Indolin
Grundgerüst, zeichnet sich durch eine höhe
re  und  langzeitstabilere  Fluoreszenz  als 
Nilrot aus und färbt mit hoher Selektivität 
Neutrallipide, wie am Beispiel von PHBpro
duzierenden Mikroorganismen gezeigt wer
den konnte [10].

Mit  dem  weiterentwickelten  Farbstoff 
LipidGreen2, der 2013 erstmals durch H. S. 

˚�Abb. 2: Methode zur schnellen Quantifizierung von PHB in Cupriavidus necator mittels LipidGreen2-Bioassay: 1,5 ml PBS-Puffer werden mit 0,5 ml 
der Kultursuspension gemischt und das Seitwärtsstreulicht bei lEx 440 nm/lEm 505 nm aufgezeichnet. Anschließend erfolgt die Zugabe von 100 ml 
LipidGreen2-DMSO-Lösung. Nach 10 min Inkubation wird die Fluoreszenz bei lEx 440 nm/lEm 505 nm gemessen. Der Einfluss der Zellen/Biomasse 
(Inner-Filter-Effekte) wird durch Verrechnung des Fluoreszenzsignals mit dem Seitwärtsstreulicht korrigiert [12].



BIOspektrum  |  02.21  |  27. Jahrgang

155

Korrespondenzadresse:
Prof. Dr. Carola Griehl
Kompetenzzentrum Algenbiotechnologie
Hochschule Anhalt
Bernburger Straße 55
D-06366 Köthen
carola.griehl@hs-anhalt.de

Funding note: Open Access funding enabled and organized by Projekt DEAL.
Open Access: Dieser Artikel wird unter der Creative Commons Namensnennung 
4.0 International Lizenz veröffentlicht, welche die Nutzung, Vervielfältigung, 
Bearbeitung, Verbreitung und Wiedergabe in jeglichem Medium und Format 
erlaubt, sofern Sie den/die ursprünglichen Autor(en) und die Quelle 
ordnungs gemäß nennen, einen Link zur Creative Commons Lizenz beifügen und 
angeben, ob Änderungen vorgenommen wurden. Die in diesem Artikel 
enthaltenen Bilder und sonstiges Drittmaterial unterliegen ebenfalls der 
genannten Creative Commons Lizenz, sofern sich aus der Abbildungslegende 
nichts anderes ergibt. Sofern das betreffende Material nicht unter der 
genannten Creative Commons Lizenz steht und die betreffende Handlung nicht 
nach gesetzlichen Vorschriften erlaubt ist, ist für die oben aufgeführten 
Weiterverwendungen des Materials die Einwilligung des jeweiligen 
Rechteinhabers einzuholen. Weitere Details zur Lizenz entnehmen Sie bitte der 
Lizenzinformation auf http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.de.

von  Speicherlipiden  in  Mikroorganismen. 
Die für die Bestimmung von PHB in C.  necator 
etablierte Methode wird gegenwärtig auf wei
tere PHA und TAGproduzierende Mikroor
ganismen übertragen.

Lesen Sie mehr zu Bioplastikproduzierenden 
Bakterien im Artikel von Moritz Koch und 
Karl Forchhammer auf S. 200–201.  ó
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Tab. 2: Eigenschaften von LipidGreen und LipidGreen2 im Vergleich zu Nilrot.

LipidGreen LipidGreen2 Nilrot

Struktur

Summenformel C18H21NO4 C22H29NO4 C20H18N2O2

Mol. Masse [g/mol] 315,4 371,2 318,1

Zielstrukturen Neutrallipide Neutrallipide Neutral- und Polarlipide

Messbereich lEx/lEm [nm] 450/510 440/500–510 480–530/575–620

Hydrophobizität clogP

(kalkuliert mit ChemDraw Ultra 11.0)

4,07 5,92 4,62
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