
   

 

STRATEGIES FOR PRODUCTION OF BIOPOLYMERS 

USING GASEOUS SUBSTRATES (METHANE & AIR) 

 

 

 

ANIKA GOYAL 

 

 

 

DEPARTMENT OF BIOCHEMICAL ENGINEERING & 

BIOTECHNOLOGY 

INDIAN INSTITUTE OF TECHNOLOGY DELHI 

APRIL 2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

© Indian Institute of Technology Delhi (IITD), New Delhi, 2023 

 



 

 

STRATEGIES FOR PRODUCTION OF 

BIOPOLYMERS USING GASEOUS SUBSTRATES 

(METHANE & AIR) 
 

 

 

by 

ANIKA GOYAL 

Department of Biochemical Engineering and Biotechnology 

 

Submitted 

In fulfilment of the requirements of the degree of 

 

DOCTOR OF PHILOSOPHY 

 

to the 

 

 

 

INDIAN INSTITUTE OF TECHNOLOGY DELHI 

APRIL 2023



 

 

 

 

 

 

 

 

 

DEDICATED TO MY BELOVED PARENTS AND 

GRANDMOTHER



 

 

CERTIFICATE 

 
This is to certify that the thesis entitled “Strategies for the production of biopolymers 

using gaseous substrates (methane and air)” being submitted by Ms. Anika Goyal 

to the Indian Institute of Technology Delhi, for award of degree of ―Doctor of 

Philosophy‖ in Biochemical Engineering and Biotechnology Department is a record of 

the original bonafide research work carried out by her, which has been prepared under 

our supervision and guidance in conformity with the rules and regulations of Indian 

Institute of Technology Delhi. The results contained in this thesis have not been 

submitted in part or full to any other University or Institute for the award of any degree or 

diploma. 

 

 

    

 

Professor A. K. Srivastava  

Department of Biochemical Engineering & Biotechnology 

Indian Institute of Technology Delhi 

New Delhi – 110016 

 

 

 

Professor T.R. Sreekrishnan 

Department of Biochemical Engineering & Biotechnology 

Indian Institute of Technology Delhi 

New Delhi – 110016



ii 

 

Acknowledgements 

Foremost, I thank The Almighty God, who has always provided me constant strength 

and motivation. 

I would like to express my sincere gratitude to my Alma Mater, Indian Institute of 

Technology Delhi, for allowing me the opportunity to work as a Doctoral Candidate and 

providing me with the necessary facilities during my doctoral work.  

I am highly obliged to GAIL ltd. India for sponsorship of the research project, thereby 

allowing me to work on a novel research problem. The fellowship awarded by the 

Council of Scientific and Industrial Research (CSIR) throughout the tenure of my 

doctoral thesis work at the Indian Institute of Technology Delhi is duly acknowledged. 

There are several people I am greatly indebted to and without whom, this thesis might 

not have been possible. 

First, I would like to express my sincere gratitude and respect to my supervisor, Prof. A. 

K. Srivastava, for his constant guidance and support throughout the project. He not only 

taught me the fundamental scientific aspects of research but also mentored me through 

the several setbacks. He has always guided me towards the right direction for my 

research. My association with him has been a great learning opportunity. I want to thank 

you, Sir, for all the encouragement and much-needed support you have given me all 

these years. 

I would like to express my thanks to all the members of my Ph.D. research committee – 

Prof. T. R. Sreekrishnan, Dr. Shaikh Z. Ahammad, Dr. Rohan Jain, and Prof. K. K. Pant 

for evaluating my research work during each SRC meeting and providing invaluable 

feedback. 



iii 

 

I am thankful to my seniors and colleagues, Mr Sanjay, Ms Lovely, and Mr Navodit, who 

have always been a constant source of guidance and encouragement. Their presence 

in the lab made my working experience quite comfortable and enjoyable. I want to thank 

Ms Rabab and Mr Praveen for working together with me on the TA assignments and 

making it a great learning experience for me. I can never forget all the stimulating 

discussions we had during our tea breaks.  

Special thanks to Mr Sanjay for providing the technical support, which was constantly 

needed during several laborious experiments. He was always there to make sure that 

my experiments would run smoothly and also that the methane cylinders were always 

available in the lab, allowing me to work without hiccups. 

I want to thank my friends – Pooja, Shivani, Sana, Sapna, Apoorva, and Nikki, for their 

valuable suggestions whenever I needed them. They always encouraged me to persist 

and overcome all hurdles. Very special thanks to Akanksha for her prudent suggestions 

and constant encouragement during our coffee breaks.  

I want to specially thank my best friends Shreya and Swati, who have always inspired 

me to perform better in life without giving up. They have always humoured me through 

setbacks and I am forever grateful for their companionship.  

I want to express my heartfelt gratitude to my grandmother and beloved parents for their 

unconditional love, countless blessings, and affection. They were a source of incessant 

inspiration, and it is because of their faith and ceaseless encouragement that I have 

reached this point in life.  



iv 

 

I am also greatly indebted to my brother Anuj, whose competitive attitude motivated me 

during all these years of my Ph.D. He always stimulated me to be more focused and 

work incessantly towards achieving my goals. 

Thank you, everyone, for being a part of my journey. 

 

 

 

Anika Goyal 

  



v 

 

STRATEGIES FOR PRODUCTION OF BIOPOLYMERS USING GASEOUS 

SUBSTRATES (METHANE AND AIR) 

ABSTRACT 

 
Economic production protocols of biopolymers are desperately required for replacement 

of petroleum-derived polypropylene polymers that have been extensively used in the 

society. PHA biopolymers can be naturally synthesized by certain microorganisms such 

as Alcaligenes latus, recombinant Escherichia coli, etc., under excess availability of 

carbon and limiting concentrations of minor nutrients such as nitrogen, potassium, 

phosphorous, and sulfur. It has been observed that the cost of biopolymers thus 

produced is relatively high, primarily due to the high cost of agricultural products 

(sugars, such as glucose, fructose, etc.), which are used as the major substrates during 

bioreactor cultivation. Recently, it has been reported that Type II Methanotrophs such 

as that Methylosinus trichosporium, Methylobacterium organophillum, and Methylocystis 

hirsuta can utilize methane gas and have a distinct ability to accumulate PHB based 

biopolymers.  

Experimental protocols were successfully developed for cultivation of M. organophillum 

and M. trichosporium using Nitrate Mineral Salt (NMS) media and methanol as 

substrate. The inoculum propagation protocols for M. organophillum, M. trichosporium, 

and M. hirsuta were also established in crimp-sealed serum bottles/flasks containing 

NMS media with an overlay of methane gas, wherein M. hirsuta demonstrated the 

highest biomass production ability, and was therefore, identified as the key organism for 

in-depth studies in the present investigation. M. hirsuta featured 0.08 g/L biomass 

accumulation after 100 hours cultivation in the serum flasks. Inoculum development 
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protocols for M. hirsuta were successfully established in modified Borosil bottles, which 

facilitated continuous purging of methane with the result of which biomass growth of 

2.32 g/l was obtained after 126 h in NMS media. Thereafter, study of batch growth 

kinetics of M. hirsuta was done in 2.5L bioreactor using NMS media under constant 

methane purging (at 0.05 vvm), which resulted in production of 2.5 g/l biomass with 

PHB accumulation of 0.55 g/l in 140 hours. To enhance the biomass growth further a 

fed-batch bioreactor cultivation of M. hirsuta was initiated in 3.5L bioreactor wherein 

sterilized media, (500 ml of concentrated (2.5X NMS) media having reduced (1X) 

concentration of Potassium nitrate) was supplemented after 200 hours and the overall 

biomass concentration of 10.57 g/L with PHB accumulation of 1.1 g/L was obtained 

after 800 hours. 

The nutrient concentrations of NMS media were statistically optimized. The 

concentrations for KNO3, MgSO4.7H2O, KH2PO4 and Na2HPO4.12H2O emerged as 1 

g/l, 1 g/l, 0.27 g/l and 0.71 g/l, respectively after statistical optimization. The dilutions of 

NMS media were done to figure out the possibility of improvement of growth rate of M 

hirsuta, wherein it was observed that NMS/4 concentration was most favorable for the 

maintenance of exponential growth phase of M. hirsuta for a longer period of time. M. 

hirsuta was then cultivated in 2L stirred-tank reactor (STR) and 4L airflift reactor (ALR) 

using 0.25X NMS media with methane purging at 0.05 vvm. This led to biomass and 

PHB production of 0.59 g/l and 0.16 g/l, respectively, in 74 h in STR and biomass 

growth of 0.72 g/l and intracellular PHB accumulation of 0.21 g/l after 73 hours for ALR 

configuration. 

Detailed nutrient limitation studies were performed in 2.5L STR and 4L ALR revealed 
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that the limiting concentration of nitrate ions along with constant (non-limiting) 

availability of methane featured high PHB production within the cells of M. hirsuta. The 

role of inoculum age on the PHB accumulation was identified for M. hirsuta cultivation 

by using the inoculum of different ages (48 & 100 h age) for bioreactor cultivation. It was 

observed that the culture age of 100h exhibited biomass and PHB productivity of 0.184 

kg.m-3.d-1 and 0.125 kg.m-3.d-1, respectively, which is the highest productivity reported 

for M. hirsuta. 

The batch growth kinetics of M. hirsuta using 0.25XNMS media duly purged with 

methane (at 0.05 vvm) in 2.5L STR and 4L airlift bioreactor were used to develop 

respective mathematical models, which adequately described the observed batch 

growth kinetics of M. hirsuta. The models were extrapolated to simulate fed-batch 

cultivation to identify nitrate feeding for maintenance of pseudo steady state of nitrate 

for enhanced biopolymer accumulation. Upon experimental implementation of the 

nutrient feeding strategy during the fed-batch cultivations of M. hirsuta in STR & air lift 

bioreactor, it was observed that the developed mathematical model adequately 

described the experimental batch bioreactor cultivation of M. hirsuta. However, the 

model-predicted maintenance of constant nitrogen concentration during the fed-batch 

cultivation could not correlate well with the experimentally observed values of biomass 

and PHB.  

Fed-batch cultivation with intermittent (need based) supplementation of NMS media was 

attempted for cultivation of M. hirsuta in 2.5L bioreactor containing 0.25X NMS media 

duly purged with methane at 0.05 vvm. The NMS media was supplemented in small 

pulses of 50 ml after 24, 48, 56 and 78 h. The feed concentration was then increased to 
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50 ml of 2.5X NMS at 150, 175 and 200 hours and 350 ml of 2.5X NMS media was 

finally added after 228 hours. The above fed-batch cultivation strategy led to biomass 

production and PHB accumulation of 3.77 g/l and 1.08 g/l respectively. 

The co-cultivation of the two organisms (M. hirsuta to M. organophillum) in NMS-

methane media resulted in slightly higher OD (0.65) than the respective pure culture of 

M. hirsuta (OD of 0.59) and M. organophillum (OD of 0.06), indicating that co-cultivation 

of these organisms can result in higher biomass and PHB accumulation.  
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गैसीय सबस्ट्र ेट्स (मीथेन और वायु) का उपयोग करके बायोपॉलिमसस के उत्पादन के लिए रणनीलियााँ 

अमूिस 

ABSTRACT 

समाज में बडे पैमाने पर उपयोग लकए जाने वािे पेटर ोलियम-वु्यत्पन्न पॉिीप्रोपाइिीन पॉलिमर के 

प्रलिस्थापन के लिए बायोपॉलिमसस के आलथसक उत्पादन प्रोटोकॉि की सख्त आवश्यकिा है। PHA 

बायोपॉलिमसस को काबसन की अलधक उपिब्धिा और नाइटर ोजन, पोटेलियम, फॉस्फोरस, और सल्फर जैसे 

मामूिी पोषक ित्ोों की साोंद्रिा को सीलमि करने के िहि कुछ सूक्ष्मजीवोों जैसे अल्कलिजेनस िैटस, पुनः  

सोंयोजक एस्चेररलचया कोिाई आलद द्वारा स्वाभालवक रूप से सोंशे्ललषि लकया जा सकिा है। यह देखा गया 

है लक इस प्रकार उत्पालदि बायोपॉलिमसस की िागि अपेक्षाकृि अलधक है, मुख्य रूप से कृलष उत्पादोों 

(चीनी, जैसे गू्लकोज, फु्रक्टोज, आलद) की उच्च िागि के कारण, जो लक बायोररएक्टर की खेिी के दौरान 

प्रमुख सबस्ट्र ेट्स के रूप में उपयोग की जािी हैं। हाि ही में, यह बिाया गया है लक टाइप II मेथनोटर ोफ्स 

जैसे लक लमथाइिोलसनस टर ाइकोस्पोररयम, लमथाइिोबैक्टीररयम ऑगोलफिम, और लमथाइिोलसस्टस्ट्स 

लहरसुिा मीथेन गैस का उपयोग कर सकिे हैं और पीएचबी आधाररि बायोपॉलिमर जमा करने की एक 

अिग क्षमिा रखिे हैं। 

सब्सटर ेट के रूप में नाइटर ेट लमनरि साल्ट (एनएमएस) मीलिया और मेथनॉि का उपयोग करके एम. 

ऑगसनोलफिम और एम. टर ाइकोस्पोररयम की खेिी के लिए प्रायोलगक प्रोटोकॉि सफििापूवसक लवकलसि 

लकए गए थे। एम. ऑगेनोलफिम, एम. टर ाइकोस्पोररयम, और एम. लहसुसटा के लिए इनोकुिम प्रसार 

प्रोटोकॉि भी मीथेन गैस के ओवरिे के साथ एनएमएस मीलिया वािे लिम्प-सील्ड सीरम बोििोों/फ्लास्क 

में स्थालपि लकए गए थे, लजसमें एम. लहरसुिा ने उच्चिम बायोमास उत्पादन क्षमिा का प्रदिसन लकया था, 

और इसलिए, विसमान जाोंच में गहन अध्ययन के लिए प्रमुख जीव के रूप में पहचाना गया। एम. लहरसुिा ने 
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सीरम फ्लास्क में 100 घोंटे की खेिी के बाद 0.08 ग्राम/एि बायोमास सोंचय लदखाया। एम. लहरसुिा के 

लिए इनोकुिम लवकास प्रोटोकॉि को सोंिोलधि बोरोलसि बोििोों में सफििापूवसक स्थालपि लकया गया था, 

लजससे मीथेन की लनरोंिर िुस्टिकरण की सुलवधा लमिी, लजसके पररणामस्वरूप एनएमएस मीलिया में 126 

घोंटे के बाद 2.32 जी/एि की बायोमास वृस्टि प्राप्त हुई। इसके बाद, एम. लहरसुिा के बैच ग्रोथ कैनेटीक्स 

का अध्ययन 2.5L बायोररएक्टर में िगािार मीथेन पलजिंग (0.05 vvm पर) के िहि NMS मीलिया का 

उपयोग करके लकया गया, लजसके पररणामस्वरूप 140 में 0.55 g/l के PHB सोंचय के साथ 2.5 g/l 

बायोमास का उत्पादन हुआ घोंटे। बायोमास वृस्टि को और बढाने के लिए एम. लहरसुिा की एक फेि-बैच 

बायोररएक्टर खेिी 3.5 एि बायोररएक्टर में िुरू की गई थी लजसमें लनजसमीकृि मीलिया, (500 लमिीिीटर 

कें लद्रि (2.5X एनएमएस) मीलिया कम (1X) पोटेलियम नाइटर ेट की एकाग्रिा) के बाद पूरक लकया गया 

था। 200 घोंटे और 10.57 g/L की समग्र बायोमास साोंद्रिा 1.1 g/L के PHB सोंचय के साथ 800 घोंटे के 

बाद प्राप्त की गई। 

एनएमएस मीलिया के पोषक ित्ोों की साोंद्रिा को साोंस्टख्यकीय रूप से अनुकूलिि लकया गया था। KNO3, 

MgSO4.7H2O, KH2PO4 और Na2HPO4.12H2O के लिए साोंद्रिा साोंस्टख्यकीय अनुकूिन के बाद 

िमिः  1 g/l, 1 g/l, 0.27 g/l और 0.71 g/l के रूप में उभरा। एम लहरसुिा की लवकास दर में सुधार की 

सोंभावना का पिा िगाने के लिए एनएमएस मीलिया को कमजोर लकया गया था, लजसमें यह देखा गया था 

लक एनएमएस / 4 एकाग्रिा िोंबे समय िक एम लहरसुिा के घािीय वृस्टि चरण के रखरखाव के लिए सबसे 

अनुकूि थी। . एम. लहरसुिा को िब 0.05 वीवीएम पर मीथेन पलजिंग के साथ 0.25X एनएमएस मीलिया 

का उपयोग करके 2एि स्टस्ट्रिस-टैंक ररएक्टर (एसटीआर) और 4एि एयरस्टफ्लफ्ट ररएक्टर (एएिआर) में 

खेिी की गई थी। इससे एसटीआर में 74 घोंटे में िमिः  0.59 g/l और 0.16 g/l का बायोमास और PHB 

उत्पादन हुआ और ALR कॉस्टफणगरेिन के लिए 73 घोंटे के बाद 0.72 g/l की बायोमास वृस्टि और 0.21 
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g/l का इोंटर ासेलु्यिर PHB सोंचय हुआ। 

2.5एि एसटीआर और 4एि एएिआर में लवसृ्ति पोषक ित् सीमा अध्ययन लकए गए थे, लजससे पिा चिा 

लक मीथेन की लनरोंिर (गैर-सीलमि) उपिब्धिा के साथ नाइटर ेट आयनोों की सीलमि साोंद्रिा एम. लहरसुिा की 

कोलिकाओों के भीिर उच्च पीएचबी उत्पादन को दिासिी है। बायोररएक्टर की खेिी के लिए लवलभन्न आयु 

(48 और 100 घोंटे की उम्र) के इनोकुिम का उपयोग करके एम. लहरसुिा की खेिी के लिए पीएचबी 

सोंचय पर इनोकुिम उम्र की भूलमका की पहचान की गई थी। यह देखा गया लक 100 घोंटे की कल्चर आयु 

में िमिः  0.184 kg.m-3.d-1 और 0.125 kg.m-3.d-1 की बायोमास और PHB उत्पादकिा प्रदलिसि 

हुई, जो एम. लहरसुिा के लिए ररपोटस की गई उच्चिम उत्पादकिा है। 

2.5L STR और 4L एयरलिफ्ट बायोररएक्टर में मीथेन (0.05 vvm पर) के साथ लवलधवि िुि 

0.25XNMS मीलिया का उपयोग करके एम. लहरसुिा के बैच ग्रोथ कैनेटीक्स का उपयोग सोंबोंलधि 

गलणिीय मॉिि लवकलसि करने के लिए लकया गया था, जो एम. लहरसुिा के बैच ग्रोथ कैनेटीक्स का पयासप्त 

रूप से वणसन करिा है। बढाया बायोपॉलिमर सोंचय के लिए नाइटर ेट की छद्म स्टस्थर स्टस्थलि के रखरखाव के 

लिए नाइटर ेट फीलिोंग की पहचान करने के लिए फेि-बैच की खेिी का अनुकरण करने के लिए मॉिि को 

एक्सटर पिेिन लकया गया था। एसटीआर और एयर लिफ्ट बायोररएक्टर में एम. लहरसुिा की फेि-बैच खेिी 

के दौरान पोषक आहार रणनीलि के प्रायोलगक कायासन्वयन पर, यह देखा गया लक लवकलसि गलणिीय 

मॉिि ने एम. लहरसुिा के प्रायोलगक बैच बायोररएक्टर की खेिी का पयासप्त वणसन लकया। हािाोंलक, फेि-

बैच की खेिी के दौरान लनरोंिर नाइटर ोजन एकाग्रिा के मॉिि-अनुमालनि रखरखाव बायोमास और 

पीएचबी के प्रयोगात्मक रूप से देखे गए मूल्योों के साथ अच्छी िरह से सोंबोंध नही ों बना सका। 

एनएमएस मीलिया के आोंिरालयक (आवश्यकिा आधाररि) पूरकिा के साथ फेि-बैच की खेिी को 0.05 

वीवीएम पर मीथेन के साथ लवलधवि िुि 0.25X एनएमएस मीलिया वािे 2.5एि बायोररएक्टर में एम. 
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लहरसुिा की खेिी के लिए प्रयास लकया गया था। एनएमएस मीलिया को 24, 48, 56 और 78 घोंटे के बाद 

50 लमिीिीटर की छोटी दािोों में पूरक लकया गया। णीि एकाग्रिा को 150, 175 और 200 घोंटोों में 2.5X 

NMS के 50 लमिीिीटर िक बढाया गया और 2.5X NMS मीलिया के 350 लमिीिीटर को 228 घोंटोों के 

बाद जोडा गया। उपरोक्त फेि-बैच खेिी की रणनीलि से बायोमास उत्पादन और िमिः  3.77 g/l और 

1.08 g/l का PHB सोंचय हुआ। 

एनएमएस-मीथेन मीलिया में दो जीवोों (एम. लहरसुिा से एम. ऑगसनोलफिम) की सह-खेिी के 

पररणामस्वरूप एम. लहरसुिा (0.59 का ओिी) और एम. ऑगसनोलफिम (ओिी) की सोंबोंलधि िुि सोंसृ्कलि 

की िुिना में थोडा अलधक ओिी (0.65) हुआ। 0.06 की), यह दिासिा है लक इन जीवोों की सह-खेिी के 

पररणामस्वरूप उच्च बायोमास और PHB सोंचय हो सकिा है। 
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