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ABSTRACT 

PHBV is the most extensively studied member of PHA family due to its similarity in physical and 

thermal properties with petroleum derived plastics. Therefore, mass production of the PHBV 

produced from different bacterial cultures was the main focus of the present investigation. The 

biodegradability and biocompatibility of PHBV featured more flexibility and improved 

processivity than PHB. Therefore the mass production protocols of PHBV from a variety of diverse 

groups of bacterial cultures (both gram +ve and -ve) were critically evaluated during the present 

investigation. The mass production of PHBV was particularly attempted in low cost substrate, 

glycerol (a byproduct of biofuel industry) as carbon source for economic production of PHB. This 

was followed by the addition of statistically optimized concentrations of selected electron 

acceptors (VA / PA) at appropriate cultivation time followed by subsequent addition of multiple 

instalments of electron acceptors at statistically optimized time intervals to produce PHBV. 

Independent studies were also done to further enhance the copolymer production by addition of 

statistically optimized concentrations of electron acceptors at different time intervals during the 

model based fed-batch cultivations wherein the pseudo steady state with respect to substrate 

(glycerol) was maintained for major period of their cultivation. 

The primary goal of this research was to create optimized mass production protocols of few custom 

tailored PHBV from gram negative and gram positive bacteria so that the same can be used for 

diverse commercial and medical applications in society. The processing properties of these 

copolymers were significantly altered by the addition of different concentration of alternate 

electron acceptors (PA/VA) added to the exponentially growing cultures at different statistically 

optimized feeding time interval for the three microorganisms (Ralstonia eutropha, Cupriavidus 

necator and Bacillus thuringiensis). The optimized PHBV production was then experimentally 

verified in 7L bioreactor and scale up was attempted using various scale up criteria (P / V, kLa, Π, 

tm, NRe) from 7L to 15L/70L bioreactor. It emerged from the extensive calculations that constant 

P / V scale up criteria was the best scale up criteria therefore it was implemented for scale up of 

batch cultivations from 7L to 15L bioreactor by R. eutropha and also for both batch and fed-batch 

cultivations from 7L to 70L bioreactor by C. necator and B. thuringiensis. The intracellular PHBV 

produced was extracted from the biomass harvested after the completion of fermentation and was 

extensively characterized by GPC, XRD, FTIR NMR, DSC and TGA in order to map their specific 

characteristic properties to the biopolymers used for various societal and biomedical applications. 
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R. eutropha was grown using optimized media in shake flasks wherein a statistically optimized 

feeding of VA concentration of 0.76 g/L at 24 h, 30 h and 36 h was implemented. The batch 

cultivation was then experimentally verified during scale up from 7L to 15L bioreactor employing 

constant P / V scale up criteria to obtain biomass, HV and PHBV concentrations of 6.07 g/L, 0.734 

g/L and 1.98 g/L respectively in 15L bioreactor which were quite close to the results obtained 

during 7L bioreactor cultivation. Similar set of RSM experiments were conducted to optimize PA 

concentration (1.27 g/L) and its addition time (24 h, 30.43 h and 36.86 h) which featured prediction 

of high PHBV production. These shake flask batch cultivations were experimentally verified in 

7L bioreactor and then scaled up to 15L bioreactor using constant P / V scaling criteria to produce 

10.29 g/L, 0.946 g/L and 4.53 g/L of biomass, HV and PHBV concentration respectively.  

C. necator was grown using optimized media for shake flask experiments and statistical 

optimization studies were performed to identify the appropriate concentration and feeding time of 

electron acceptors, VA & PA addition to facilitate enhanced PHBV production. The model 

predicted the optimum biomass and HV concentration of 7.96 g/L and 0.444 g/L respectively when 

0.5 g/L of VA was fed at 24 h, 34.6 h and 45.2 h which was thereafter experimentally verified in 

shake flask and 7L bioreactor cultivation. This batch cultivation was then scaled up to 70L 

bioreactor using constant P / V scale up criteria for PHBV production (VA) to obtain an HV, 

PHBV and biomass concentration of 0.587 g/L, 5.97 g/L and 10.23 g/L respectively which were 

quiet closer to the values obtained in 7L bioreactor thereby demonstrating successful scale up. 

Fed-batch cultivation featuring maintenance of Pseudo steady state w.r.t major substrate glycerol 

was employed wherein statistically optimized concentrations of VA were added at different time 

intervals in 7L bioreactor for PHBV production which resulted in HV, PHBV and biomass 

concentration of 3.19 g/L, 10.9 g/L and 17.11 g/L respectively. This fed-batch cultivation of PHBV 

production was thereafter scaled up to 70L bioreactor cultivation using constant P / V scale up 

criteria wherein the culture featured HV, PHBV and biomass concentration of 3.25 g/L, 11.49 g/L 

and 16.65 g/L establishing successful scale up. PHBV production was also explored using PA as 

electron acceptor wherein, statistically optimized PA concentration of 0.85 g/L at feeding time of 

24 h, 33.88 h and 43.76 h was identified by RSM. The model predicted an HV concentration and 

biomass growth of 0.79 g/L and 10.84 g/L respectively which was experimentally validated in 

shake flask cultivation and 7L bioreactor cultivation. This batch cultivation was then scaled up to 

70L bioreactor employing constant P / V scale up criteria and the culture exhibited an accumulation 

of 0.793 g/L, 8.25 g/L and 11.23 g/L of HV, PHBV and biomass concentration respectively. PSS 
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fed batch cultivation strategy was explored for improved PHBV production in7L bioreactor by C. 

necator using PA wherein the culture exhibited an HV, PHBV and biomass concentration of 4.7 

g/L, 13.33 g/L and 21.21 g/L respectively. This fed batch cultivation was scaled up to 70L 

bioreactor using constant P / V scale up criteria to obtain HV, PHBV and biomass concentration 

of 4.12 g/L, 12.88 g/L and 19.82 g/L respectively, thereby demonstrating successful scale up.  

B. thuringiensis was grown using optimized media in shake flasks wherein attempt was made to 

statistically optimize PA concentration and its feeding interval during the fermentation media to 

promote enhanced PHBV synthesis. Statistical optimization of PA concentration and its feeding 

interval was conducted, which indicated the predicted optimum PA concentration of 1.2 g/L to be 

fed at 0 h, 14.86 h and 19 h. These optimization experiments were validated in shake flask and 7L 

bioreactor cultivation wherein the culture featured 3.98 g/L, 0.592 g/L and 8 g/L, 0.805 g/L of 

biomass and HV concentration respectively which might be due to the more profound agitation 

and aeration conditions in 7L bioreactor. The batch cultivation was thereafter scaled up using 

constant P / V scale up criteria to 70L bioreactor wherein the culture showed an accumulation of 

0.622 g/L, 3.57 g/L and 7.15 g/L of HV, PHBV and biomass concentrations respectively. PSS fed 

batch cultivation w.r.t glycerol as the best identified nutrient feeding strategy was employed to 

augment PHBV production wherein the culture featured 0.706 g/L, 4.36 g/L and 11.61 g/L of HV, 

PHBV and biomass respectively. This fed batch cultivation was scaled up to 70L bioreactor 

employing constant P / V scale up criteria wherein the culture exhibited an HV, PHBV and biomass 

concentration of 0.636 g/L, 4.56 g/L and 10.74 g/L respectively, demonstrating successful scale 

up.  

The biomass of R. eutropha, C. necator & B. thuringiensis was harvested at 57 h, 57 h and 36 h 

respectively, followed by its pretreatment with SDS and NaOCl, extracted in chloroform and the 

recovered copolymer was characterized. NMR and FTIR studies confirmed the molecular structure 

of the copolymer while XRD analysis identified the crystal structure of PHBV extracted by all the 

cultures to be orthorhombic. DSC analysis determined the melting temperature of PHBV in the 

range between 127-167°C for different samples while TGA studies analyzed the degradation 

temperature to be between 245-290°C. GPC analysis of various PHBV samples indicated the 

molecular weight in the range of 40.2 kDa and 131.9 kDa. These properties indicate the copolymer 

produced by different bacteria was suitable for food, chemical, materials as well as biomedical 

industries in society. 
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सार 

पीएचबीवी पेट्रोलियम व्यतु्पन्न प्िालटिक के साथ भौलिक और िापीय गुणों में समानिा के कारण PHA पररवार का सबस ेव्यापक रूप से अध्ययन 

लकया गया सदटय ह।ै इसलिए, लवलभन्न जीवाण ुसंटकृलियों से उत्पालदि पीएचबीवी का बडे पैमाने पर उत्पादन वितमान जांच का कें द्र लबंद ुथा। पीएचबीवी 

की बायोलिग्रेिेलबलििी और बायोकम्पैलिलबलििी में पीएचबी की िुिना में अलिक िचीिापन और बेहिर प्रलियात्मकिा ह।ै इसलिए वितमान जांच में 

बैक्िीररया संटकृलि के लवलभन्न समहूों (ग्राम पॉलजलिव और नेगेलिव दोनों) से पीएचबीवी के बडे पैमाने पर उत्पादन का व्यापक रूप से पिा िगाया गया 

था। पीएचबीवी के बडे पैमाने पर उत्पादन को लवशेष रूप से कम िागि वािे सब्सटे्रि, ललिसरॉि (जैव ईिंन उद्योग उपोत्पाद) में काबतन स्रोि के रूप में 

पीएचबी का आलथतक उत्पादन करने का प्रयास लकया गया था। इसके बाद उपयकु्त उत्पादन के समय पर चयलनि इिेक्ट्रॉन टवीकिात (वीए/पीए) के 

सांलययकीय रूप से अनकूुलिि सांद्रिा को िािा गया, इसके बाद सांलययकीय रूप से अनकूुलिि समय अंिराि पर इिेक्ट्रॉन टवीकिात की कई लकटिों को 

िािा। मॉिि लनदेलशि फेि-बैच उत्पादन के दौरान अिग-अिग समय अंिराि पर इिेक्ट्रॉन टवीकिात के सांलययकीय रूप से अनकूुलिि सांद्रिा के 

अिावा कोपोलिमर उत्पादन को और बढाने के लिए टविंत्र अध्ययन भी लकया गया था, लजसमें सब्सटे्रि (ललिसरॉि) के संबंि में छद्म लटथर अवटथा को 

प्रमखु अवलि के लिए कायम रखा गया था।  

वितमान अध्ययन का प्राथलमक उद्देश्य ग्राम पॉलजलिव और ग्राम नेगेलिव बैक्िीररया से कुछ के अनकूुलिि बडे पैमाने पर उत्पादन प्रोिोकॉि लवशेष रूप के 

पीएचबीवी लवकलसि करना था िालक समाज में लवलवि व्यावसालयक और लचलकत्सा अनपु्रयोगों के लिए इनका उपयोग लकया जा सके। वैकलपपक इिेक्ट्रॉन 

टवीकिात (पीए/वीए) के अिग-अिग सांद्रण को िािकर कॉपोिीमर के गुणों में काफी बदिाव लकया गया था, जो िीन बैक्िीररया (राल्स्टोनिया यटू्रोफा 

क्यनूियानिडस िेकेटर, और बैनसलस थरुरिंनिएनससस) के लिए अिग-अिग सांलययकीय रूप से अनकूुलिि समय अंिराि पर िेजी से बढिे बैक्िीररयि 

संवितन में िािा गया था। अनकूुलिि उत्पादन को िब 7L बायोररएक्िर में प्रयोगात्मक रूप से सत्यालपि लकया गया था और 7L से 15L/70L 

बायोररएक्िर िक लवलभन्न टकेि-अप मानदंि (पी/वी, मास ट्रांसफर गुणांक, , लमश्रण समय, रेनॉपि्स संयया) का उपयोग करके पीएचबीवी का टकेि-

अप का प्रयास लकया गया था। कठोर गणनाओ ंके बाद िगािार पी/वी टकेि-अप मानदंि को इष्टिम टकेि अप मानदंि पाया गया था, इसलिए इसका 

उपयोग आर. यटू्रोफा के बैच उत्पादन को 7L से 15L बायोररएक्िर िक टकेि-अप करन ेके साथ मे, सी. िेकेटर और बी. थरुरिंनिएनससस के बैच और 

फेि-बैच उत्पादन को 7L से 70L बायोररएक्िर िक टकेि-अप करने के लिए लकया गया । उत्पालदि इटं्रासेपयिुर पीएचबीवी लकण्वन के परूा होने के 

बाद एकलत्रि लकय ेगए बायोमास से लनकािा गया था और लवलभन्न सामालजक और बायोमेलिकि अनपु्रयोगों के लिए उपयोग लकए जाने वािे बायोपॉलिमर 

के लिए उनके लवलशष्ट गुणों को मैप करन ेके लिए जीपीसी, एक्सआरिी, िीएससी, िीजीए, एफिीआईआर और एनएमआर द्वारा व्यापक रूप से लवशेषिाएँ 

पिा िगायी गई। 

आर. यटू्रोफा को शेक फ्िास्क में अनकूुलिि मीलिया का उपयोग करके उपजाया गया, लजसमें 24 घंिे, 30 घंिे और 36 घंिे में 0.76 ग्राम/िी के 

वीए सांद्रिा की सांलययकीय रूप से अनकूुलिि फीलिंग िागू की गई। 15L बायोररएक्िर में िमशः 6.07 ग्राम/िी, 0.734 ग्राम/िी और 1.98 

ग्राम/िी के बायोमास, एचवी और पीएचबीवी सांद्रिा प्राप्त करन ेके लिए लनरंिर पी/वी टकेि अप मानदंि का उपयोग करिे हुए बैच उत्पादन को 7L से 

15L बायोररएक्िर के पैमाने के दौरान प्रयोगात्मक रूप से सत्यालपि लकया गया। जो 7L बायोररएक्िर उत्पादन के दौरान प्राप्त पररणामों के काफी करीब 
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थे। पीए सांद्रिा (1.27 ग्राम/िी) और इसको िािने का समय (24 घंिे, 30.43 घंिे और 36.86 घंिे) को अनकूुलिि करन ेके लिए आरएसएम 

प्रयोगों के समान सेि आयोलजि लकए गए थे, लजनमें उच्च पीएचबीवी उत्पादन की भलवष्यवाणी थी। इस शेक फ्िाटक बैच के उत्पादन को 7L बायोररएक्िर 

में प्रयोगात्मक रूप से सत्यालपि लकया गया था और लफर िमशः 10.29 ग्राम/िी, 0.946 ग्राम/िी और 4.53 ग्राम/िी बायोमास, एचवी और 

पीएचबीवी सांद्रिा का उत्पादन करने के लिए लनरंिर पी/वी टकेि अप मानदंि का उपयोग करके 15L बायोररएक्िर िक बढाया गया।  

सी. िेकेटर को शेक फ्िाटक में अनकूुलिि मीलिया का उपयोग करके उपजाया गया और बेहिर पीएचबीवी उत्पादन को सलुविाजनक बनाने के लिए 

इिेक्ट्रॉन टवीकिात, वीए और पीए की उलचि सांद्रिा और फीलिंग समय का अनमुान िगाने के लिए सांलययकीय अनुकूिन अध्ययन लकए गए थे। मॉिि 

ने इष्टिम बायोमास और एचवी सांद्रिा िमशः 7.96 ग्राम/िी और 0.444 ग्राम/िी की भलवष्यवाणी की, जब वीए के 0.5 ग्राम/िी को 24 घंिे, 

34.6 घंिे और 45.2 घंिे पर िािा गया था लजसे शेक फ्िाटक और 7L बायोररएक्िर के उत्पादन में प्रयोगात्मक रूप से सत्यालपि लकया गया था। इस 

बैच उत्पादन को पीएचबीवी उत्पादन (वीए) के लिए लनरंिर पी/वी टकेि अप मानदंि का उपयोग करके िमशः 0.587 ग्राम/िी, 5.97 ग्राम/िी और 

10.23 ग्राम/िी की एचवी, पीएचबीवी और बायोमास सांद्रिा प्राप्त करन ेके लिए 70L बायोररएक्िर िक बढाया गया था। 7L बायोररएक्िर में प्राप्त 

करीब मपूय सफि टकेि-अप को दशातिा ह।ै प्रमखु सब्सटे्रि ललिसरॉि के संबंि में छद्म लटथर अवटथा के रखरखाव के लवशेषिा वािे फेि-बैच उत्पादन 

को लनयोलजि लकया गया था लजसमें पीएचबीवी उत्पादन के लिए 7L बायोररएक्िर में अिग-अिग समय अंिराि पर वीए के सांलययकीय रूप से 

अनकूुलिि सांद्रिा को िािा गया था, लजसके पररणामटवरूप िमशः 3.19 ग्राम/िी, 10.9 ग्राम/िी और 17.11 ग्राम/िी एचवी, पीएचबीवी और 

बायोमास सांद्रिा पाई गई। पीएचबीवी के इस फेि-बैच उत्पादन को इसके बाद लनरंिर पी/वी टकेि अप मानदंि का उपयोग करके 70L बायोररएक्िर 

िक बढाया गया, लजसमें बैक्िीररयि संवितन में एचवी, पीएचबीवी और बायोमास की सांद्रिा 3.25 ग्राम/िी, 11.49 ग्राम/िी और 16.65 ग्राम/िी 

सफि पैमाने पर प्राप्त की गई। पीए का उपयोग करके पीएचबीवी उत्पादन का भी पिा िगाया गया था, लजसमें आरएसएम द्वारा 24 घंिे, 33.88 घंिे 

और 43.76 घंिे के फीलिंग समय पर 0.85 ग्राम/िी की सांलययकीय रूप से अनकूुलिि पीए सांद्रिा की पहचान की गई थी। मॉिि ने िमशः 0.79 

ग्राम/िी और 10.84 ग्राम/िी की एचवी सांद्रिा और बायोमास वलृि की भलवष्यवाणी की, लजसे प्रयोगात्मक रूप से शेक फ्िाटक और 7L बायोररएक्िर 

उत्पादन के लिए मान्य लकया गया था। इस बैच उत्पादन को लनरंिर पी/वी टकेि-अप मानदंि का उपयोग करके 70L बायोररएक्िर िक बढाया गया था 

और बैक्िीररयि संवितन  मे िमशः 0.793 ग्राम/िी, 8.25 ग्राम/िी और 11.23 ग्राम/िी के एचवी, पीएचबीवी और बायोमास सांद्रिा का संचय 

लदखाया गया। पीए का उपयोग करिे हुए 7L बायोररएक्िर में पीएचबीवी उत्पादन में सिुार के लिए पीएसएस फेि बैच उत्पादन की रणनीलि का पिा 

िगाया गया था और बैक्िीररयि संवितन मे िमशः 4.7 ग्राम/िी, 13.33 ग्राम/िी और 21.21 ग्राम/िी के एचवी, पीएचबीवी और बायोमास 

सांद्रिा का प्रदशतन लकया। इस फेि बैच उत्पादन को िमशः 4.12 ग्राम/िी, 12.88 ग्राम/िी और 19.82 ग्राम/िी की एचवी, पीएचबीवी और 

बायोमास सांद्रिा प्राप्त करन ेके लिए लनरंिर पी/वी टकेि-अप मानदंि का उपयोग करके 70L बायोररएक्िर िक बढाया गया था, जो सफि पैमाने को 

प्रदलशति करिा ह।ै 

बी. थरुरिंनिएनससस को शेक फ्िाटक में अनकूुलिि मीलिया का उपयोग करके उपजाया गया था लजसमें संवलिति पीएचबीवी संशे्लषण को बढावा देन ेके 

लिए लकण्वन मीलिया के दौरान पीए सांद्रिा और इसके िािने का अंिराि सांलययकीय रूप से अनकूुलिि करन ेका प्रयास लकया गया था। पीए सांद्रिा 
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और इसके िािने का अंिराि का सांलययकीय अनकूुिन आयोलजि लकया गया था, जो 1.2 ग्राम/िी पीए सांद्रिा की अनमुालनि इष्टिम 0 घंिे, 14.86 

घंिे और 19 घंिे पर िाि ेजाने का संकेि देिा ह।ै इन अनकूुिन प्रयोगों को शेक फ्िाटक और 7L बायोररएक्िर उत्पादन में मान्य लकया गया था और 

बैक्िीररयि संवितन में िमशः 3.98 ग्राम/िी, 0.592 ग्राम/िी और 8 ग्राम/िी, 0.805 ग्राम/िी बायोमास और एचवी सांद्रिा अलिक गहन 

आंदोिन और वािन के कारण पाए गए थे। 7L बायोररएक्िर की लटथलियो को बैच उत्पादन टकेि-अप करन ेके लिए पी/वी टकेि-अप मानदंि का 

उपयोग करके 70L िक बढाया गया था, लजसमें बैक्िीररयि संवितन में िमशः 0.622 ग्राम/िी, 3.57 ग्राम/िी और 7.15 ग्राम/िी का एचवी, 

पीएचबीवी और बायोमास का संचय लदखाया गया था। पीएचबीवी उत्पादन को बढाने के लिए सबसे अच्छी पहचान वािी पोषक ित्व फीलिंग रणनीलि 

के रूप में ललिसरॉि के संबंि में पीएसएस फेि बैच उत्पादन को पी/वी टकेि-अप मानदंि का उपयोग करिे हुए 70L बायोररएक्िर िक बढाया गया 

था, लजसमें बैक्िीररयि संवितन में िमशः 0.636 ग्राम/िी, 4.56 ग्राम/िी और 10.74 ग्राम/िी की एचवी, पीएचबीवी और बायोमास सांद्रिा 

प्रदलशति की, जो सफि पैमाने का प्रदशतन करिी ह।ै 

आर. यटू्रोफा, सी. िेकेटर और बी. थरुरिंनिएनससस के बायोमास को िमशः 57 घंिे, 57 घंिे और 36 घंिे पर एकलत्रि लकया गया, इसके बाद एसिीएस 

और सोलियम हाइपोक्िोराइि के साथ इसका पवूत उपचार लकया गया, लजसे क्िोरोफॉमत में लनकािा गया और बरामद कॉपोिीमर की लवशेषिाएँ पिा 

िगायी गई। एनएमआर और एफिीआईआर अध्ययनों ने कॉपोिीमर की आणलवक संरचना की पलुष्ट की, जबलक एक्सआरिी लवशे्लषण ने सभी बैक्िीररयि 

संवितनो द्वारा लनकािे गए पीएचबीवी के लिटिि संरचना को ऑथोरोलम्बक होने की पहचान की। िीएससी लवशे्लषण ने लवलभन्न नमनूों के लिए पीएचबीवी 

के लपघिने के िापमान को 127-167 लिग्री सेलपसयस के बीच लनिातररि लकया, जबलक िीजीए अध्ययनों ने 245-290 लिग्री सेलपसयस के बीच 

लगरावि िापमान का लवशे्लषण लकया। लवलभन्न पीएचबीवी नमनूों के जीपीसी लवशे्लषण ने आणलवक भार को 40.2 लकिो िापिन और 131.9 लकिो 

िापिन की सीमा में दशातया। इन गुणों से संकेि लमििा ह ैलक लवलभन्न जीवाणओु ंद्वारा उत्पालदि कोपोलिमर समाज में भोजन, रसायन, सामग्री के साथ-

साथ जैव लचलकत्सा उद्योगों के लिए उपयकु्त सालबि होगा। 
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