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ABSTRACT 

 

 
Polyhydroxybutyrate (P(3HB)) is a biodegradable polymer that is synthesised by 

several microorganisms to store carbon and energy within their cells. It is widely 

recognised as a biopolymer because of its notable characteristics, e.g., remarkable 

biocompatibility, biodegradability, and sustainability. It has undergone extensive 

research in recent decades, mostly due to its diverse applications, primarily, in the 

environment & medical areas.  

Extensive cultivation studies & optimisation of P(3HB) accumulation in stirred tank 

reactor & different configurations of pneumatically agitated airlift bioreactors (using 

different air supply & mixing strategies) were done to economize the production of 

P(3HB) (polyhydroxy butyrate) by Bacillus thuringiensis IAM12077 with the by-product 

of biodiesel industry (glycerol) and glucose as substrate (at 7 pH & temperature of 30 °C) 

air (0.3-0.6 vvm). The P(3HB) accumulation in stirred tank bioreactor was observed to 

be 42.59 % (biopolymer accumulation in the total biomass) as compared to 37.07 % in 

outer aeration inner settling configuration of airlift bioreactor yet it emerged as a cost 

effective alternative for mass scale biopolymer production.  

To further economize the polyhydroxybutyrate (P(3HB)) production cost, detailed 

studies were launched with yet another bacteria Bacillus cereus & crude glycerol as 

substrate.  The medium composition for B. cereus was statistically optimised which 

resulted in a P(3HB) concentration of 4.13 g/L in 30-hour during shake flask cultivation, 

in comparison to model’s predicted P(3HB) concentration of 3.75 g/L. Subsequently, 4.53 

g/L biomass and a P(3HB) concentration of 1.95 g/L (content 43.05 %) w e r e  

o b t a i n ed  in 39 hours during 3 . 5  l i t e r  bioreactor cultivation. The biopolymer 

production by B. cereus was then scaled up to 15 liter bioreactor using P/V as the scale 
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up criteria which resulted in a P(3HB) concentration of 1.81 g/L (as opposed to 1.95 

g/L in 3.5 liter bioreactor) thereby confirming the feasibility of biopolymer production 

in higher scale bioreactor. 

Following batch cultivations, biomass from Bacillus thuringiensis and Bacillus cereus 

underwent pretreatment using Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) / Sodium Lauryl Sulfate 

(SLS) and Sodium hypochlorite (NaOCl), followed by chloroform extraction. The 

resulting biopolymer underwent comprehensive characterization, confirming its 

molecular structure through NMR and FTIR measurements. X-ray diffraction (XRD) 

analysis identified the orthorhombic crystal structure of the isolated polyhydroxybutyrate 

(P(3HB)) from Bacillus cultures. DSC analysis revealed melting temperatures of 

156.47°C and 160.02°C for the extracted P(3HB) from Bacillus thuringiensis and 

Bacillus cereus, respectively. TGA studies established the maximum degradation 

temperatures as 603.6°C for Bacillus thuringiensis and 322.41°C for Bacillus cereus 

extracted P(3HB) respectively. GPC analysis indicated weight average molecular weights 

of 32.617 kDa for Bacillus thuringiensis and 45.808 kDa for Bacillus cereus isolated 

P(3HB) samples.  

In addition, the extracted polyhydroxybutyrate (P(3HB)) obtained from Bacillus cereus 

was utilised to synthesise nanoparticles by a solvent evaporation method. The 

nanoparticles' hydrodynamic diameter (159.97 nm) and polydispersity index (13.5%) 

were identified using the dynamic light scattering (DLS) technique. The nanoparticles 

exhibited an average zeta potential of -3.5 millivolts (mV) while Field Emission Scanning 

Electron Microscopy (FESEM) analysis provided additional characterisation, showing 

that the particles exhibited a spherical shape and varied in size, ranging from 40 nm to 

114 nm. 
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    सार 
 

पॉलीहाइड्र ॉक्सीबू्यटाइरेट (पीएचबी) एक बायोडड्गे्रडे्बल पॉडलमर है डिसे कई सूक्ष्मिीवोों द्वारा 

अपनी कोडिकाओों के भीतर काबबन और ऊिाब सोंग्रहीत करने के डलए सोंशे्लडित डकया िाता है। 

इसकी उले्लखनीय डविेिताओों, िैसे, उले्लखनीय बायोकमै्पडटडबडलटी, बायोडड्गे्रडे्डबडलटी और 

स्थिरता के कारण इसे बायोपॉडलमर के रूप में व्यापक रूप से मान्यता प्राप्त है। हाल के दिकोों 

में इस पर व्यापक िोध हुआ है, डिसका मुख्य कारण मुख्य रूप से पयाबवरण और डचडकत्सा के्षत्ोों 

में इसके डवडवध अनुप्रयोग हैं। 

उप-उत्पाद के साि बेडसलस िुररों डगएस्िस IAM12077 द्वारा P(3HB) (पॉलीहाइड्र ॉक्सी 

बू्यटायरेट) के उत्पादन को कम करने के डलए व्यापक खेती अध्ययन और उते्तडित टैंक ररएक्टर 

में P(3HB) सोंचय का अनुकूलन और वायवीय रूप से उते्तडित एयरडलफ्ट बायोररएक्टर (डवडभन्न 

वायु आपूडतब और डमश्रण रणनीडतयोों का उपयोग करके) के डवडभन्न डवन्यास डकए गए िे। बायोड्ीिल 

उद्योग (स्िसरॉल) और िूकोि सब्सटर ेट के रूप में (7 पीएच और 30 डड्ग्री सेस्ियस के तापमान 

पर) हवा (0.3-0.6 वीवीएम)। एयरडलफ्ट बायोररएक्टर के बाहरी वातन आोंतररक सेटडलोंग 

कॉस्फ़िगरेिन में 37.07% की तुलना में स्िरड्ब टैंक बायोररएक्टर में P(3HB) सोंचय 42.59% देखा 

गया, डिर भी यह बडे पैमाने पर बायोपॉडलमर उत्पादन के डलए एक लागत प्रभावी डवकल्प के रूप 

में उभरा। 

पॉलीहाइड्र ॉक्सीबू्यटाइरेट (पीएचबी) उत्पादन लागत को और कम करने के डलए, सब्सटर ेट के रूप 

में एक और बैक्टीररया बैडसलस सेरेस और कू्रड् स्िसरॉल के साि डवसृ्तत अध्ययन िुरू डकया 

गया िा। बी. सेरेस के डलए मध्यम सोंरचना को साोंस्ख्यकीय रूप से अनुकूडलत डकया गया िा, 

डिसके पररणामस्वरूप मॉड्ल की अनुमाडनत P(3HB) साोंद्रता 3.75 g/L की तुलना में िेक फ्लास्क 
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खेती के दौरान 30 घोंटे में 4.13 g/L की P(3HB) साोंद्रता प्राप्त हुई। इसके बाद, 3.5 लीटर 

बायोररएक्टर खेती के दौरान 39 घोंटे में 4.53 ग्राम/लीटर बायोमास और 1.95 ग्राम/लीटर की 

पी(3HB) साोंद्रता (सामग्री 43.05%) प्राप्त की गई। बी. सेरेस द्वारा बायोपॉडलमर उत्पादन को से्कल 

अप मानदोंड् के रूप में पी/वी का उपयोग करके 15 लीटर बायोररएक्टर तक बढाया गया, डिसके 

पररणामस्वरूप पीएचबी एकाग्रता 1.81 ग्राम/लीटर (3.5 लीटर बायोररएक्टर में 1.95 ग्राम/लीटर 

के डवपरीत) हुई, डिससे इसकी पुडि हुई। उच्च स्तरीय बायोररएक्टर में बायोपॉडलमर उत्पादन की 

व्यवहायबता। 

बैच खेती के बाद, बैडसलस िुररों डगएस्िस और बैडसलस सेरेस के बायोमास को सोडड्यम ड्ोडे्डसल 

सले्फट (एसड्ीएस) और सोडड्यम हाइपोक्लोराइट (NaOCl) का उपयोग करके पूवब-उपचार डकया 

गया, इसके बाद क्लोरोिॉमब डनष्किबण डकया गया। पररणामी बायोपॉडलमर का व्यापक लक्षण वणबन 

डकया गया, एनएमआर और एिटीआईआर माप के माध्यम से इसकी आणडवक सोंरचना की पुडि 

की गई। एक्स-रे डववतबन (एक्सआरड्ी) डवशे्लिण ने बैडसलस सोंसृ्कडतयोों से पृिक 

पॉलीहाइड्र ॉक्सीबू्यटाइरेट (पीएचबी) की ऑिोरोस्िक डक्रिल सोंरचना की पहचान की। ड्ीएससी 

डवशे्लिण से बैडसलस िुररों डिएस्िस और बैडसलस सेरेस से डनकाले गए पीएचबी के डलए क्रमिः 

156.47 डड्ग्री सेस्ियस और 160.02 डड्ग्री सेस्ियस के डपघलने का तापमान पता चला। टीिीए 

अध्ययनोों ने बैडसलस िुररों डिएस्िस के डलए अडधकतम डगरावट तापमान क्रमिः 603.6 डड्ग्री 

सेस्ियस और बैडसलस सेरेस डनकाले गए P(3HB) के डलए 322.41 डड्ग्री सेस्ियस थिाडपत 

डकया। िीपीसी डवशे्लिण ने बैडसलस िुररों डिएस्िस के डलए 32.617 केड्ीए और बैडसलस सेरेस 

पृिक पीएचबी नमूनोों के डलए 45.808 केड्ीए के औसत आणडवक भार का सोंकेत डदया। 

इसके अलावा, बैडसलस सेरेस से प्राप्त पॉलीहाइड्र ॉक्सीबू्यटाइरेट (पीएचबी) का उपयोग डवलायक 

वाष्पीकरण डवडध द्वारा नैनोकणोों को सोंशे्लडित करने के डलए डकया गया िा। ड्ायनेडमक लाइट 

सै्कटररोंग (ड्ीएलएस) तकनीक का उपयोग करके नैनोकणोों के हाइड्र ोड्ायनाडमक व्यास (159.97 
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नैनोमीटर) और पॉलीडड्स्पडसबटी इोंडे्क्स (13.5%) की पहचान की गई। नैनोकणोों ने -3.5 डमलीवोल्ट 

(एमवी) की औसत जेटा क्षमता प्रदडिबत की, िबडक िील्ड एडमिन सै्कडनोंग इलेक्टर ॉन माइक्रोस्कोपी 

(एिईएसईएम) डवशे्लिण ने अडतररक्त लक्षण वणबन प्रदान डकया, डिससे पता चला डक कण एक 

गोलाकार आकार प्रदडिबत करते हैं और आकार में डभन्न होते हैं, 40 नैनोमीटर से 114 नैनोमीटर 

तक।        
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