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Abstract 

Bacterial cells are of industrial significance for producing speciality biochemicals, amino acids, 

enzymes, biofuels and biopharmaceuticals. Biopharmaceuticals is currently gaining attention in 

the pharma market. Biopharmaceuticals producing from living cells require high quality and there 

are strict requirements for safety and efficacy. Therefore, process of producing recombinant 

proteins is subject of rigorous process optimisation to meets the regulatory requirements. Industrial 

bioprocesses are controlled by complex parameters. Henceforth, a successful design of industrial 

strain and process optimisation demands a thorough understanding of the cellular metabolism 

under production conditions. E. coli was the main host for recombinant production owing to fast 

growth rate, ability to grow on inexpensive media and easy to achieve high cell densities for 

attaining maximum productivity. The popularity of E. coli as an expression host has led to the 

development of genetic tools and strategies for high-level expression of recombinant protein. 

Numerous studies has been done to optimize the bacteria as an expression host has generated many 

engineered recombinant strains of E. coli. Despite all these advancements in E. coli, research 

community is continually striving to gain a fundamental understanding of cellular metabolism and 

impact of process to produce high titre of recombinant proteins with consistent product quality. E. 

coli BL21 (DE3), a popular industrial B strain for expression of recombinant protein, they are 

repressed until IPTG or lactose is added. It is generally desirable that the over expression of 

recombinant protein trigger the cascade of cellular stress response results in low titre of 

recombinant protein. This can only be solved when the influence of the changes on the process is 

sufficiently well understood. Hence, central to the thesis is the application of knowledge based 

approach to understand the performance of strain and process dynamics during recombinant 

protein expression. First phase of study involve a novel process development by growing E. coli 

cells to high cell density and gradually shifting the cells to microaerobic process for production of 

recombinant proteins such as lethal toxin neutralizing factor (rLTNF) and pramlintide (rSymlin) 

oligomers. Due to the shift in the process, recombinant proteins titre was improved 2 folds. To 

gain understanding of process dynamics, comprehensive transcriptomic profiling has been done 

with the E. coli BL21 (DE3) strain. Overall, microaerobic process led to improve the lactose 

utilisation, cellular productivity and product titre. Adaptive laboratory evolution (ALE) has been 
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commonly used with great success to develop robust industrial strain. Industrial strain will be 

subjected to a severe environment in the bioreactor, where the concentration of carbon or nitrogen 

source can be much higher, are often less defined, and contain undefined impurities. In order to 

achieve and maintain the product yield, the industrial strain must be tolerated with a high 

concentration of sugar and by product accumulation. Therefore, it is important to engineer strains 

that can consume efficiently to high substrate and/or by-product concentration. E. coli BL21 (DE3) 

strain is galactose knock out strain, which fails to utilise lactose completely. Second phase of study 

applies dynamic laboratory evolution to improve metabolism of lactose, galactose and acetate. As 

a result, laboratory adapted strain showed both an enhanced galactose utilization rate with less 

acetate accumulation and improved metabolic capacity to produce recombinant protein. A 2.31 

fold increase in growth rate and 2.40 fold increase in product titre of rSymlin peptide was observed 

in adapted E. coli strain cultured under galactose. Gene expression profiling showed that pentose 

phosphate pathway enzymes were significantly upregulated in adapted strain. The novel adapted 

strain demonstrated highest biomass yield per galactose that has been ever reported in novel E. 

coli BL21 (DE3) strain. The adapted strains should be further investigated by using gene reporter 

systems and also, knock in/out of particular gene in the pathway in order to gain mechanistic 

understanding of the actual mutations. When we consider process, phosphate is one of the major 

constituents in growth media for Escherichia coli. Phosphate closely regulates central carbon and 

energy metabolism. Biochemical reactions in central carbon metabolism are known to be regulated 

by phosphorylation and dephosphorylation of enzymes. Phosphate scarcity can limit microbial 

productivity. However, microorganisms are evolved to grow in phosphate starvation 

environments. Final phase of thesis investigates the effect of phosphate starved response stimuli 

(PSR) in wild type and recombinant Escherichia coli cells cultivated in two different substrates, 

lactose and glycerol. Phosphate starved E. coli culture sustained bacterial growth despite the 

metabolic burden that emanated from recombinant protein expression albeit with altered dynamics 

of substrate utilisation. This study shown that metabolic flow of central carbon metabolism is 

modulated by phosphate starvation. In particular, glycerol as main carbon source along with 

lactose helps in production of sufficient metabolic precursors for recombinant protein production. 

The cumulative effects of phosphate starved metabolism results in a 2 fold increase in cellular 

productivity of the rSymlin peptide. Recent times, combinatorial approach consists of strain 

improvement along with process development has become a routine for biotechnological 
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applications which helps to design optimal strain and improve product titre. The work here 

establishes microaerobic process as a novel approach for achieving high titre of recombinant 

proteins using lactose. In another study, dynamic adaptive laboratory evolution strategy was 

successfully employed to develop a potential industrial Escherichia coli BL21 (DE3) strain for 

successfully utilising galactose and improving titre of recombinant proteins. Final part of the study 

focus on establishing novel mechanism between lactose metabolism and phosphate starvation. E. 

coli employs a decoupling strategy by limiting growth and redirecting metabolic resources to 

improve recombinant protein under phosphate starvation conditions. Findings in the studies led to 

significant improvement in the strain and process to produce high titre recombinant proteins with 

low cost, which eventually benefits the biopharma industry.   
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विशेष जैि रसायन, अमीनो एवसड, एंजाइम, जैि ईंधन और बायोफमाावसविकल के उत्पादन के वलए जीिाणु 

कोवशकाएं का औद्योविक महत्व  है। बायोफामाासु्यविकल्स िर्ामान में फामाा बाजार में ध्यान आकवषार् कर 

रहा है। जीविर् कोवशकाओ ंसे उत्पावदर् बायोफमाावसविकल्स को उच्च िुणित्ता की आिश्यकर्ा होर्ी है 

और सुरक्षा और प्रभािकाररर्ा के वलए सख्त आिश्यकर्ाएं होर्ी हैं। इसवलए, रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन के उत्पादन 

की प्रविया कठोर प्रविया अनुकूलन के विषय है, जो वनयामक आिश्यकर्ाओ ंको पूरा करने के वलए वकया  

जार्ा है। औद्योविक जैिप्रवियाओ ंको जविल मापदंडो ंद्वारा वनयंविर् वकया जार्ा है। इसके बाद, औद्योविक 

स्ट्र ेन और प्रविया अनुकूलन का एक सफल वडजाइन और उसके उत्पादन के स्थिवर्यो ंके र्हर् सेलुलर 

उपापचय की िहन समझ की जरूरर् होर्ी है। E. coli  रे्जी से विकास दर, सस्ती मीवडया पर बढ़ने की 

क्षमर्ा और अवधकर्म उत्पादकर्ा प्राप्त करने के वलए उच्च सेल घनत्व प्राप्त करने में आसान होने के 

कारण, रेकॉम्बीनैंि उत्पादन के वलए मुख्य होस्ट् िा। एक एक्सपे्रशन होस्ट् के रूप में E. coli  की लोकवप्रयर्ा 

ने रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन की उच्च-स्तरीय एक्सपे्रशन के वलए आनुिंवशक उपकरणो ंऔर रणनीवर्यो ंका विकास 

वकया है। बैक्टीररया को अनुकूवलर् करने के वलए कई अध्ययन वकए िए हैं क्ोवंक एक एक्सपे्रशन होस्ट् ने 

E. coli  के कई इंजीवनयर रेकॉम्बीनैंि स्ट्र ेन को उत्पन्न वकया है। E. coli  में इन सभी संशोधन के बािजूद, 

अनुसंधान समुदाय लिार्ार उत्पाद की िुणित्ता के साि उच्च मािा में रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन का उत्पादन करने 

के वलए सेलुलर चयापचय और प्रविया के प्रभाि की एक मौवलक समझ हावसल करने के वलए प्रयास कर 

रहा है।   E. coli BL21 (DE3), रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन की एक्सपे्रशन के वलए एक लोकवप्रय औद्योविक B स्ट्र ेन, 

आईपीिीजी या लैक्टोज जोडे जाने र्क उनका संकोची वकया जार्ा है। यह आम र्ौर पर िांछनीय है वक 

रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन की अवधक एक्सपे्रशन सेलुलर र्नाि प्रवर्विया के कैसे्कड को विर िर करर्ी है वजसके 

पररणामस्वरूप रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन का वनम्न स्तर हो जार्ा है।   इसे र्भी हल वकया जा सकर्ा है जब प्रविया 

पर पररिर्ानो ं के प्रभाि को पयााप्त रूप से अच्छी र्रह समझ वलया जाए। इसवलए, िीवसस के कें द्र में 

रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन एक्सपे्रशन के दौरान र्नाि और प्रविया की िवर्शीलर्ा के प्रदशान को समझने के वलए 

ज्ञान आधाररर् दृविकोण का अनुप्रयोि है। अध्ययन के पहले चरण में E. coli कोवशकाओ ंको उच्च कोवशका 

घनत्व में विकवसर् करके और धीरे-धीरे रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन जैसे घार्क िॉस्क्सन नू्यिर लाइवजंि फैक्टर 
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(rLTNF) और प्रास्लंिाइड (rSymlin) ओवलिोमसा के उत्पादन के वलए माइिोएरोवबक प्रविया में 

कोवशकाओ ंको थिानांर्ररर् करके एक निीनर्ा प्रविया विकास शावमल होर्ा है। प्रविया में बदलाि के 

कारण, रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन िाइिर े में दो िुना सुधार हुआ िा। प्रविया िवर्की की समझ हावसल करने के वलए, 

E. coli BL21 (DE3) स्ट्र ेन के साि व्यापक िर ांसविपिावमक प्रोफाइवलंि की िई है। कुल वमलाकर, 

माइिोएरोवबक प्रविया ने लैक्टोज उपयोि, सेलुलर उत्पादकर्ा और उत्पाद िाइिर े में सुधार वकया। अनुकूली 

प्रयोिशाला विकास (एएलई) का उपयोि आमर्ौर पर मजबूर् औद्योविक स्ट्र ेन विकवसर् करने के वलए बडी 

सफलर्ा के साि वकया िया है। औद्योविक स्ट्र ेन बायोररएक्टर में एक िंभीर िार्ािरण के अधीन होिा, जहां 

काबान या नाइिर ोजन स्रोर् की सांद्रर्ा बहुर् अवधक हो सकर्ी है, अक्सर कम पररभावषर् होर्ी है, और इसमें 

अपररभावषर् अशुस्ियााँ होर्ी हैं। उत्पाद की उपज प्राप्त करने और बनाए रखने के वलए, चीनी की उच्च 

सांद्रर्ा और उत्पाद संचय के साि औद्योविक स्ट्र ेन को सहन वकया जाना चावहए। इसवलए, इंजीवनयर स्ट्र ेन 

के वलए महत्वपूणा है जो उच्च सब्सिर ेि और/या उप-उत्पाद एकाग्रर्ा के वलए कुशलर्ापूिाक उपभोि कर 

सकरे् हैं।  E. coli BL21 (DE3) स्ट्र ेन िैलेक्टोज नॉक आउि स्ट्र ेन है, जो लैक्टोज का पूरी र्रह से उपयोि 

करने में विफल रहर्ा है। अध्ययन का दूसरा चरण लैक्टोज, िैलेक्टोज और एसीिेि के चयापचय में सुधार 

के वलए िवर्शील प्रयोिशाला िम-विकास को लािू करर्ा है।  नर्ीजर्न, प्रयोिशाला अनुकूवलर् स्ट्र ेन ने 

कम एसीिेि संचय के साि एक बढ़ी हुई िैलेक्टोज उपयोि दर और रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन का उत्पादन करने 

के वलए बेहर्र चयापचय क्षमर्ा दोनो ंको वदखाया। िैलेक्टोज के र्हर् संिवधार् E. coli स्ट्र ेन में िृस्ि दर में 

2.31 िुना िृस्ि और rSymlin पेप्टाइड के उत्पाद िाइिर े में 2.40 िुना िृस्ि देखी िई। जीन एक्सपे्रशन 

प्रोफाइवलंि से पर्ा चला है वक पेंिोस फॉसे्फि मािा एंजाइमो ंको अनुकूवलर् स्ट्र ेन में काफी हद र्क अपगे्रड 

वकया िया िा।  निीनअनुकूवलर् स्ट्र ेन ने प्रवर् िैलेक्टोज में उच्चर्म बायोमास उपज का प्रदशान वकया जो 

वक निीन उपन्यास E. coli BL21 (DE3) स्ट्र ेन में बर्ाया िया है। जीन ररपोिार वसस्ट्म का उपयोि करके 

अनुकूवलर् उपभेदो ंकी और जांच की जानी चावहए और साि ही, िास्तविक उत्पररिर्ान की यंििर् समझ 

हावसल करने के वलए मािा में विशेष जीन के अंदर/बाहर दस्तक देना चावहए। जब हम प्रविया पर विचार 

कररे् हैं, र्ो Escherichia coli के िृस्ि मीवडया में फॉसे्फि प्रमुख घिको ंमें से एक है। फॉसे्फि कें द्रीय 

काबान और ऊजाा चयापचय को बारीकी से वनयंविर् करर्ा है। कें द्रीय काबान चयापचय में जैि रासायवनक 

प्रवर्वियाओ ंको एंजाइमो ं के फॉस्फोराइलेशन और डीफॉस्फोराइलेशन द्वारा वनयंविर् वकया जार्ा है। 

फॉसे्फि की कमी माइिोवबयल उत्पादकर्ा को सीवमर् कर सकर्ी है। हालांवक, फॉसे्फि अप्रास्प्त के 

िार्ािरण में विकवसर् होने के वलए सूक्ष्मजीि विकवसर् होरे् हैं। िीवसस का अंवर्म चरण िाइल्ड प्रकार और 
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रेकॉम्बीनैंि E. coli कोवशकाओ ंमें फॉसे्फि अप्रास्प्त प्रवर्विया उते्तजनाओ ं(PSR) के प्रभाि की जांच करर्ा 

है जो दो अलि-अलि सब्सिर ेि, लैक्टोज और स्िसरॉल में िृस्ि की जार्ी है। फॉसे्फि अपयााप्त E. coli 

कल्चर में उपापचयी बोझ के बािजूद बैक्टीररया की िृस्ि बनी रहर्ी है, जो सब्सिर ेि उपयोि की पररिवर्ार् 

िवर्शीलर्ा के बािजूद रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन एक्सपे्रशन से उत्पन्न होर्ा है।  इस अध्ययन से पर्ा चला है वक 

कें द्रीय काबान चयापचय का चयापचय प्रिाह फॉसे्फि अपयााप्त से वनयंविर् होर्ा है। विशेष रूप से, लैक्टोज 

के साि मुख्य काबान स्रोर् के रूप में स्िसरॉल रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन उत्पादन के वलए पयााप्त चयापचय अग्रदूर्ो ं

के उत्पादन में मदद करर्ा है। फॉसे्फि अपयााप्त चयापचय के संचयी प्रभाि के पररणामस्वरूप rSymlin 

पेप्टाइड की सेलुलर उत्पादकर्ा में दो िुना िृस्ि होर्ी है।हाल के वदनो ंमें, प्रविया विकास के साि-साि 

संयोजन दृविकोण में स्ट्र ेन में सुधार होर्ा है, जैि-प्रौद्योविकी अनुप्रयोिो ंके वलए एक वनयवमर् बन िया है जो 

इिर्म स्ट्र ेन को वडजाइन करने और उत्पाद अनुमापांक में सुधार करने में मदद करर्ा है।  यहां काम 

लैक्टोज का उपयोि करके रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन के उच्च अनुमापांक को प्राप्त करने के वलए एक निीन 

दृविकोण के रूप में माइिोएरोवबक प्रविया को थिावपर् करर्ा है। एक अन्य अध्ययन में, िैलेक्टोज का 

सफलर्ापूिाक उपयोि करने और रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन के िाइिर े में सुधार के वलए एक संभाविर् औद्योविक 

Escherichia coli BL21 (DE3) स्ट्र ेन विकवसर् करने के वलए िवर्शील अनुकूली प्रयोिशाला विकास 

रणनीवर् को सफलर्ापूिाक वनयोवजर् वकया िया िा। अध्ययन का अंवर्म भाि लैक्टोज चयापचय और 

अपयााप्त फॉसे्फि के बीच निीन रं्ि थिावपर् करने पर कें वद्रर् है।     Escherichia coli अपयााप्त फॉसे्फि 

की स्थिवर् के र्हर् रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन में सुधार के वलए विकास को सीवमर् करके और चयापचय संसाधनो ं

को पुनवनादेवशर् करके एक वडकूवपंि रणनीवर् को वनयोवजर् करर्ा है। अध्ययनो ंके वनष्कषों ने कम लािर् 

के साि उच्च िाइिर े रेकॉम्बीनैंि प्रोिीन का उत्पादन करने के वलए स्ट्र ेन और प्रविया में महत्वपूणा सुधार 

वकया, जो अंर्र्ः  बायोफामाा उद्योि को लाभास्िर् करर्ा है।        
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