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ABSTRACT 

PHB, a bioplastic was explored as an alternative to conventional plastics because it has similar 

physical properties to polypropylene. Additionally, its properties like complete biodegradability, 

biocompatibility, barrier to water droplets & oxygen made it a useful biopolymer for various 

societal applications. It was evidenced by various literature and present study that this bioplastic 

could be produced from both gram-negative and gram-positive bacterial species. 

The primary objective of the present investigation was to establish a successful scale-up protocol 

for the transfer of our existing leads of various bacterial species (Azohydromonas australica, 

Cupriavidus necator, Bacillus thuringiensis) at lab scale bioreactor (7 L) to the pilot-scale 

bioreactor (300 L) in batch and fed-batch cultivation conditions. To establish a successful scale-up 

protocol, initially, the geometrical similarities between small and big scale bioreactors were 

examined wherein it was assessed if the physical boundaries of the two bioreactor cultivation 

systems are similar and in geometrical proportion to each other. The dynamic similarity of the 

bioreactor systems was, thereafter, ensured by comparing the relative value of flow affecting 

intensive parameters (P/V, KLa, Π, tm, NRe, Q/V) in the model (small) and prototype (big reactor), 

by keeping one of the intensive parameters constant in both (small & big bioreactors) & evaluating 

its effects on the rest of the scale-up parameters through the relative ratio (parametric index) of 

scale-up parameters. Constant P/V scale-up criteria, invariably, emerged as the most suitable 

criteria for the successful transfer of results of all the small scale bioreactor cultivations to 70 / 300 

L bioreactor cultivation. 

Batch cultivation of A. australica, C. necator and B. thuringiensis were performed in 7 L bioreactor 

for 33 hours, 54 hours and 36 hours. At the end of batch cultivation, A. australica, C. necator and 

B. thuringiensis in 7 L bioreactor featured maximum biomass of 8.66 g/L, 12.46 g/L, and 7.29 g/L 

respectively whereas PHB accumulated were of 6.53 g/L, 8.61 g/L, 3.69 g/L respectively. The 

maximum productivity of A. australica, C. necator and B. thuringiensis were of 0.197 g/L/h, 0.159 
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g/L/h, and 0.102 g/L/h respectively whereas PHB yields were of 0.285 g/g, 0.261 g/g, 0.548 g/g 

respectively. It was possible to duplicate these results up to 300 L batch bioreactor cultivation using 

P/V scale-up criteria. To further demonstrate the successful transfer of the results by selected scale-

up criteria to 15 & 70 L bioreactor cultivations, the model-based fed-batch bioreactor cultivation (7 

L) of A. australica (Gahlawat & Srivastava, 2013) with constant feeding rate strategy, C. necator 

(Sharma et al., 2015) & B. thuringiensis (Verma et al., 2019) with pseudosteadystate feeding rate 

strategy were selected. For this purpose, the mathematical model was simulated again on a 

computer with the changed volumes (for 15 & 70 L) to reidentify the respective changed feeding 

rates during fed-batch cultivation. The fed-batch cultivations were then experimentally 

implemented in 15 &/or 70 L bioreactor wherein it was possible to duplicate the leads of 7 L fed-

batch cultivation in terms of concentrations, yield and productivity.  

To extract the intracellular PHB produced, chemical digestion of biomass with Sodium Dodecyl 

Sulphate and Sodium hypochlorite was followed by the solvent extraction method using chloroform 

(Hahn et al., 1994) which featured a maximum recovery of PHB from the biomass of C. necator 

and B. thuringiensis as 69.5 % and 40.57 % respectively.  

GPC analysis of PHB recovered from the biomass of C. necator featured the weight average 

molecular weight (Mw), number average molecular weight (Mn), and polydispersity index (Mw/ Mn) 

of 115 kDa, 36 kDa, and 3.19 respectively, whereas incase of B. thuringiensis these findings were 

of 124 kDa, 48.1 kDa, and 2.58 respectively. The TGA analysis of PHB recovered from C. necator 

biomass featured the thermal degradation patteren of PHB which indicated that 5 %, 85 %, and 100 

% of the total mass of PHB was degraded at 225 °C, 290 °C, and 500 °C respectively whereas 

incase of B. thuringiensis, 5 %, and 95 % of PHB was theremally degraded at 239 °C and 276 °C 

respectively. FTIR spectra of PHB recovered from the biomass of C. necator identified the 

functional group carbonyl, methyl (stretching mode), methyl (bending mode) at 1720 cm
-1

, 1380 

cm
-1

, 1450 cm
-1

 respectively. Whereas, incase of B. thuringiensis these functional groups were 
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identified at 1720 cm
-1

, 1380 cm
-1

, 1460 cm
-1

 respectively. The 
1
NMR analysis detected the 

chemical shifts at 1.196 ppm, 5.167 ppm, between 2.36 - 2.54 ppm which recognizes the methyl, 

methylene, and methyne groups in the chemical structure of PHB respectively while incase of B. 

thuringiensis, 
1
NMR spectra of PHB identified -CH3, -CH,  -CH2 groups through chemical shifts 

observed at 1.28 ppm, 5.25 ppm, between 2.44-2.63 ppm.  The XRD analysis characterized the 

crystal stracture of PHB. The peak observed at 2θ = 13.42° and 16.96° in XRD analysis of PHB 

accumulated by C. necator peaks characterizes PHB crystal as orthorhombic unit cell structure 

whereas XRD peaks observed at 2θ = 21.42° and 22.52°corresponds to the α‐helical crystal 

structure while remaining three peaks observed at 2θ = 25.56°, 27.22°, and 30.48° corresponds to 

the partial crystalline structure of PHB. Similarily, peaks observed at 2θ = 13.48°, 2θ = 16.98°, 2θ = 

21.68° and 2θ = 22.50° in XRD analysis of PHB accumulated by B. thuringiensis characterizes 

PHB crystal as similar as it was incase of C. necator. Although PHB produced by B. thuringiensis 

has a high percentage of crystallinity and a low level of tensile strength yet it could be utilized for 

various medical applications such as biodegradable sutures, stents, grafts, etc. after blending it with 

plasticizers. The thermal characterization of PHB produced by C. necator indicated that Tm and Td 

values have a wide-ranging temperature gap which features easier thermal processibility of PHB for 

various applications such as packaging of fruits and vegetables, coating of fertilizers, etc.  
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सार 

PHB, पारंपररक प्लास्टिक के विकल्प के रूप में एक बायोप्लास्टिक का पता लगाया गया क्ोवंक इसमें 

पॉलीप्रोपाइलीन के समान भौवतक गुण हैं। इसके अवतररक्त, इसके गुणो ं जैसे पूणण बायोविगे्रिेवबवलटी, 

बायोकमै्पवटवबवलटी, पानी की बंूदो ंऔर ऑक्सीजन के वलए अिरोध ने इसे विवभन्न सामावजक अनुप्रयोगो ंके वलए 

एक उपयोगी बायोपॉवलमर बना वदया। विवभन्न सावहत्य और ितणमान अध्ययनो ंद्वारा यह स्पष्ट वकया गया था वक 

इस जैि-प्लास्टिक को ग्राम-नकारात्मक और ग्राम-पॉवजवटि दोनो ं प्रकार के उपभेदो ं से उत्पावदत वकया जा 

सकता है। 

ितणमान जांच का प्राथवमक उदे्दश्य प्रयोगशाला पैमाने बायोररएक्टर (7 L) पर विवभन्न बैक्टीररयल उपभेदो ं (ए. 

ऑिर वलका, सी. वनकाटोर, बी. थुररंजेंवसस  ) के हमारे मौजूदा लीि के हस्ांतरण के वलए एक सफल से्कल-अप 

प्रोटोकॉल स्थावपत करना था। पायलट-से्कल बायोररएक्टर (300 L) बैच और फेि-बैच कल्टीिेशन की स्टस्थवत में 

एक सफल से्कल-अप प्रोटोकॉल स्थावपत करने के वलए, शुरू में छोटे और बडे पैमाने के बायोररएक्टरो ंके बीच 

ज्यावमतीय समानता की जांच की गई थी, वजसमें यह मूल्ांकन वकया गया था वक दो बायोररएक्टर कल्टीिेशन 

प्रणावलयो ंकी भौवतक सीमाएं समान हैं और एक दूसरे के ज्यावमतीय अनुपात में हैं। इसके बाद, बायोररएक्टर 

प्रणावलयो ंकी गवतशील समानता, मॉिल (छोटे) और प्रोटोटाइप (बडे ररएक्टर) में गहन मापदंिो ं (पी / िी, 

केएलए, टीएम, एनआरई, कू् / िी) को प्रभावित करने िाले प्रिाह के सापेक्ष मूल् की तुलना करके सुवनवित की 

गई थी। दोनो ं (छोटे और बडे बायोररएक्टर) में गहन मापदंिो ंमें से एक को स्टस्थर रखते हुए और से्कल-अप 

मापदंिो ंके सापेक्ष अनुपात (पैरामीवटरक इंिेक्स) के माध्यम से बाकी पैमाने के मापदंिो ंपर इसके प्रभाि का 

मूल्ांकन करते हैं। कांिेंट पी / िी से्कल-अप मानदंि, हमेशा के वलए, सभी छोटे पैमाने के बायोररएक्टर खेती 

के, 70/300 L बायोररएक्टर कल्टीिेशन में पररणामो ंके सफल हस्ांतरण के वलए सबसे उपयुक्त मानदंि के रूप 

में उभरा। 

ए. ऑस्ट्र ालिका, सी. नेक्टर और बी. थुररिं लगएन्सिस की बैच खेती 7 लीटर बायोररएक्टर में क्रमशः 33 घिंटे, 54 घिंटे 

और 36 घिंटे तक की गई। बैच की खेती के अिंत में, 7 लीटर बायोररएक्टर में ए. ऑस्ट्र ालिका, सी. नेकेटर और बी. 

थुररिं लगएलनस के अलधकतम बायोमास को क्रमशः 8.66 ग्राम / लीटर, 12.46 ग्राम / लीटर, और 7.29 ग्राम / 

लीटर लचलित लकया गया , जबलक सिंलचत पीएचबी   क्रमशः 6.53 ग्राम / लीटर, 8.61 ग्राम / लीटर, 3.69 ग्राम / 

लीटर थी । ए. ऑस्ट्र ालिका , सी. नेक्टर और बी . थुररिं लगएन्सिस की अलधकतम उत्पादकता क्रमशः 0.197 

ग्राम/लीटर/घंटा, 0.159 ग्राम/लीटर/घंटा, और 0.102 ग्राम/लीटर/घंटा थी, जबलक पी एच बी यील्ड क्रमश: 

0.285 ग्राम/ग्राम, 0.261 ग्राम/ग्राम, और  0.548 ग्राम/ग्राम थी । पी / वी से्कि-अप मानदिंड का उपयोग करके 

300 लीटर बैच बायोररएक्टर खेती तक इन पररणामोिं की नकि करना सिंभव था। आगे 15 लीटर और 70 लीटर 

बायोररएक्टर की खेती के वलए चयवनत से्कल-अप मानदंि द्वारा पररणामो ं के सफल हस्ांतरण को प्रदवशणत 

करने के वलए 15 और 70 लीटर बायोररएक्टर की खेती के चयलनत से्कि-अप मानदिंड द्वारा पररणामोिं के सफि 
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हस्ािंतरण को प्रदलशित करने के लिए , मॉडि-आधाररत फेड-बैच खेती (7 लीटर बायोररएक्टर), लगातार फेि-

बैच के साथ ए. ऑिर वलका (गहलाित और श्रीिास्ि, 2013), सी. नेकेटर (शमाि एट अि। , 2015) और बी . 

थुररिं लगएन्सिस (वमाि एट अि, 2019) के साथ सू्यडोस्ट्ीलडसे्ट्ट फीलडिंग दर रणनीलत का चयन लकया गया था। इस 

प्रयोजन के लिए , फेड-बैच की खेती के दौरान सिंबिंलधत बदिे हुए फीलडिंग दरोिं को लफर से पहचानने के लिए 

गलणतीय मॉडि को बदिे हुए सिंस्करणोिं (15 और 70 एि के लिए) के साथ किं पू्यटर पर लफर से लसमु्यिेट लकया 

गया था। फेड-बैच की खेती तब प्रायोलगक रूप से 15 & / या 70 लीटर बायोररएक्टर में िागू की गई थी, लजसमें 

सािंद्रता, पैदावार और उत्पादकता के मामिे में 7 लीटर फेड बैच खेती के िीड की नकि करना सिंभव था।  

उत्पावदत इंटर ासेलु्लर पीएचबी वनकालने के वलए, सोवियम िोिेवसल सले्फट और सोवियम हाइपोक्लोराइट के 

साथ बायोमास के रासायवनक पाचन को क्लोरोफॉमण (हान एट अल., १९९४) का उपयोग करके विलायक 

वनष्कर्णण विवध द्वारा वकया गया। इसमें सी. नेकेटर और बी. थुररंवगनेवसस के बायोमास से क्रमशः 69.5% और 

40.57%  अवधकतम पीएचबी ररकिरी पाई गई। सी. नेकेटर बायोमास से ररकििण पीएचबी के जीपीसी 

विशे्लर्ण में वजन औसत आणलवक भार (Mw), सिंख्या औसत आणलवक भार (Mn), और और पॉलीविसपेररटी 

इंिेक्स को क्रमशः 115 kDa, 36 kDa, और 3.19 दशािया गया, जबलक बी। थुररिं लगएन्सिस के इन लनष्कर्षों में ये 

क्रमशः 124 केडीए, 48.1 केडीए, और 2.58 थे। सी. नेकेटर बायोमास से ररकििण पीएचबी के टीजीए  विशे्लर्ण 

से संकेत वमलता है वक पीएचबी के कुल द्रव्यमान का 5 %, 85 % और 100 % क्रमशः 225 °C, 290 °C, और 

500 °C पर थमणल  विग्रिेशन वकया गया था।, जबलक B. थुररिं लगएन्सिस के इन लनष्कर्षों में पीएचबी के कुल 

द्रव्यमान का 5%, और 95% क्रमशः 239 ° C और 276 ° C पर थमणल  विग्रिेशन वकया गया था। सी. नेक्टर के 

बायोमास से बरामद PHB के एफटीआईआर से्पक्टर ा ने कायाित्मक समूह काबोलनि , लमथाइि (स्ट्र ेलचिंग मोड), 

लमथाइि (झुकने मोड) की पहचान क्रमशः 1720 सेमी -1, 1380 सेमी -1, 14.5 सेमी -1 से की। जबलक , बी. 

थुररिं लगएन्सिस के इन कायाित्मक समूहोिं की पहचान क्रमशः 1720 सेमी -1, 1380 सेमी -1, 1460 सेमी -1 से 

हुई। 1NMR लवशे्लर्षण ने 1.366 पीपीएम, 5.167 पीपीएम, 2.36 - 2.54 पीपीएम के बीच रासायलनक बदिावोिं 

का पता िगाया, जो PHB की रासायलनक सिंरचना में लमथाइि , लमथाइिीन और मेथेनी समूहोिं को पहचानता है , 

जबलक B. थुररिं लगएलनलसस, 1NMR से्पक्टर ा PHB में -CH3 -CH, -CH2 समूहोिं को रासायलनक पािी के माध्यम से 

1.28 पीपीएम, 5.25 पीपीएम, 2.44-2.63 पीपीएम की पहचान करता है। XRD चोवटयााँ 2θ = 13.42° और 

16.96° पीएचबी वक्रिल के रूप में ऑथोरोस्टिक इकाई सेल के रूप में देखा जाता है। जबवक 2θ = 21.42° 

और 22.52° पर देखी गई एक्सआरिी चोवटयााँ α-हेवलकल  वक्रिल  िरक्चर  से मेल खाती हैं, जबवक शेर् तीन 

चोवटयााँ 2θ = 25.5°, 27.22° और 30.48° पीएचबी के आंवशक वक्रिलीय संरचना से मेल खाती हैं। इसी तरह, 

बी. थुररिं लगएन्सिस द्वारा लनलमित PHB के एक्सआरडी लवशे्लर्षण में 2θ = 13.48 °, 2 16 = 16.98 °, 2θ = 21.68 

° और 28 = 22.50 ° पर देखी गई चोलटयािं PHB लक्रस्ट्ि लक्रस्ट्ि की िही लवशेर्षता है, जैसा लक यह सी. नेकेटर 

में है । हालांवक बी. थुररंवगएस्टिस द्वारा वनवमणत पीएचबी में वक्रिलीयता का उच्च प्रवतशत और तन्य शस्टक्त का 

एक वनम्न स्र है, वफर भी इसे प्लास्टिसाइज़र के सस्टिश्रण के बाद, विवभन्न वचवकत्सा अनुप्रयोगो ं जैसे वक 

बायोविगे्रिेबल टांके, िेंट, ग्राफ््टस आवद के वलए उपयोग वकया जा सकता है।सी. नेकेटर  द्वारा वनवमणत PHB के 
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ऊष्मीय लक्षण िणणन ने संकेत वदया वक Tm और Td मानो ंमें एक व्यापक तापमान अंतर होता है जो विवभन्न 

अनुप्रयोगो ं जैसे फल और सस्टियो ंकी पैकेवजंग, उिणरको ं के लेप, आवद के वलए पीएचबी की आसान तापीय 

प्रवक्रया को दशाणता है। 
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