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Abstract 

Escherichia coli (E. coli) is the industrial workhorse for recombinant protein production (RPP).  

However, E. coli based RPP has its own share of challenges, fuelling continued research into 

topics such as foreign protein expression as insoluble aggregates, protein toxicity to host, stress 

induced by amino acid starvation, stress induced by strong overexpression of heterologous 

gene, and accumulation of toxic by-product mainly acetate. In this thesis work, some of the 

major limitations of E. coli bioprocess have been addressed to improve recombinant protein 

production.   

The work’s first objective (Chapter 3) presents a novel amino acids (AAs) supplementation 

strategy for improving recombinant protein production in E. coli using a chemically defined 

medium. During recombinant protein production, AAs starvation result in a global stress 

response known as stringent-like response. This stress response results in sudden cell growth 

arrest and halt of protein synthesis, which compromises process productivity. Initially, in this 

study effect of all 20 AAs supplementation on cellular growth and RPP was investigated. Based 

on the consumption profile of amino acids, few AAs were categorized as growth-promoting 

(GP1) and few as recombinant protein promoting (GP2). Different feeding strategies of GP1 

and GP2 AAs were tested in shake flask, followed by scale up of best strategy in the bioreactor. 

Optimized AAs supplementation strategy resulted in a 40% increment of recombinant 

pramlintide multimer (rPramlintide) titer. These results signify that the external supply of 

critical AAs decreases the cellular stress during RPP and improves process productivity.  

Through the second objective (Chapter 4) of the thesis, a lactose-based induction strategy in 

fed-batch cultivation of recombinant E. coli was developed to overcome the limitation of 

isopropyl-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as an inducer. In this study, we have initially 

demonstrated that supplementation of critical amino acids (AAs) improves glycerol and lactose 

uptake in E. coli BL21(DE3) in defined medium. A feeding strategy of mixed glycerol-lactose 

feed along with supplement of critical AAs was developed enhancing rPramilintide titer. High 

cell density cultivation of E. coli using mixed glycerol-lactose feed and critical AAs supplement 

resulted in a final cell density of 52.2±0.90 g/L and rPramlintide titer of 7.8 g/L. We 

hypothesize that supplementation of critical AAs serves a dual purpose: i) faster assimilation 

of carbon sources ii) combating metabolic stress arises due to AAs starvation.  

The Process Analytical Technology (PAT) framework outlined by US FDA has highlighted the 

need for real-time monitoring and control of critical process parameters in biopharmaceutical 
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manufacturing. Feed and acetate control are two critical parameters in E. coli based upstream 

process that decide the process productivity.  Through this objective (Chapter 5), we have 

demonstrated the application of Near Infrared Spectroscopy (NIRS) as a PAT tool for real-time 

control of feed and acetate in fed-batch cultivation of recombinant E. coli. NIRS models were 

developed using a calibration library of bioreactor samples spectra to quantify the three key 

analytes changing over the course of fed-batch production phase, namely lactose, acetate, and 

galactose. A novel feeding strategy was implemented using real-time analysis of the NIRS 

spectra to control the glycerol and lactose feed pumps. Acetate concentration was controlled in 

real-time by automatically reducing the glycerol feed rate in a stage-wise manner whenever 

acetate concentrations were observed to exceed certain fixed thresholds.  Production of 

rPramlintide was enhanced by 58% in the PAT controlled process compared to the conventional 

process. 

Specific growth rate (µ) is a key process parameter that affects cell growth and recombinant 

protein expression in E. coli. Process productivity depends upon the careful selection of pre-

and post-induction µ during fed-batch cultivation. However, post-induction µ has a direct effect 

on heterologous protein expression. Through the last objective (Chapter 6) of the thesis work, 

we investigated the effect of different (low to high) post-induction µ on the production of 

pramlintide multimer (rPramlintide) and ranibizumab. An exponential feeding strategy was 

used to control pre- and post-induction µ. Results demonstrated that low post-induction µ 

improves the expression of heterologous protein. The study highlighted a correlation between 

µ and protein production, thereby elucidates the importance of controlling post-induction 

specific growth rate. 

Overall, this thesis work aims to address some of the key challenges accompanying E. coli 

based recombinant bioprocess.  The proposed bioprocess strategies and NIRS based PAT 

application showed enhanced recombinant protein yield when applied on E. coli based process.  
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सार 

 

एस्चेरिचचया कोलाई (ई. कोलाई) रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन (आिपीपी) के ललए औद्योचिक 
वकक हॉरे्स है । हालाांकक, ई. कोलाई आधाररत रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन की अपनी चुनौततयााँ  हैं 
, जिर्सके फलस्वरूप तनरांतर काफी ववषयों में अनुर्सांधान को बढ़ावा ममल रही है, िैरे्स की फॉरेन 
प्रोटीन का अघुलनशील अग्ग्रेगेट्र्स की तरह एक्र्सपे्रशन, होस्ट पर प्रोटीन टॉजक्र्समर्सटी का प्रभाव, 
अमीनो एमर्सड्र्स भुखमरी रे्स पे्रररत तनाव, हेटेरोलोगोर्स िीन की अत्यधधक एक्र्सपे्रशन रे्स पे्रररत 
तनाव और ववषकारक र्सह-उत्पाद का र्सांरह  मुख्य रूप रे्स एर्सीटेट ।  इर्स थीमर्सर्स कायक में, ई. 
कोलाई बायोप्रोरे्सर्स की कुछ प्रमुख चुनौततयााँ का र्समाधान के द्वारा  रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन 
में वदृ्धध  कराने का प्रयार्स ककया गया है ।   
 
शोधकायक का पहले उद्देश्य (अध्याय ३) में रार्सायतनक रूप रे्स पररभावषत माध्यम का उपयोग 
करके ई. कोलाई में रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन में र्सुधार के मलए एममनो एमर्सड्र्स र्सज््लमेंटेशन 
की रणनीतत प्रस्तुत ककया गया है। रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन के दौरान, अमीनो एमर्सडर्स 
भुखमरी के पररणामस्वरूप वैजश्वक तनाव प्रततकिया होती है जिरे्स जस्रांिेंट-लाइक ररस्पाांर्स के 
रूप में िाना िाता है। इर्स तनाव प्रततकिया के पररणामस्वरूप अचानक कोमशका वदृ्धध  और 
प्रोटीन उत्पादन रुक िाता है, िो प्रोरे्सर्स की उत्पादकता रे्स र्समझौता करता है। प्रारांभ में, इर्स 
अध्ययन में रे्सलुलर ववकार्स और आरपीपी पर र्सभी २० एममनो एमर्सड्र्स र्सुज््लमेंटशन के प्रभाव 
की िाांच की गई।   अमीनो एमर्सड्र्स की खपत प्रोफाइल के आधार पर, कुछ अमीनो एमर्सड्र्स 
को कोमशका ववकार्स को बढ़ावा देने वाले (िीपी १) के रूप में और कुछ को रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन 
को बढ़ावा देने वाले (िीपी २) के रूप में वगीकृत ककया गया । िीपी १ और िीपी २ अमीनो 
एमर्सड्र्स की ववमभन्न फीडड ांग रणनीततयों का शेक फ्लास्क में परीक्षण ककया गया, इर्सके बाद 
बायोररएक्टर में र्सवकशे्रष्ठ रणनीतत का ववस्तार ककया गया। ऑ्टीमाइज़्ड अमीनो एमर्सड्र्स 
र्सुज््लमेंटशन रणनीतत के पररणामस्वरूप रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन प्राजम्लांटाइड मल्टीमर के उत्पादन 
में ४०% की वदृ्धध हुई । ये पररणाम दशाकते हैं कक महत्वपूणक अमीनो एमर्सड्र्स की बाहरी 
र्सुज््लमेंटशन रे्स रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन के दौरान रे्सलुलर तनाव को कम करती है और 
प्रोरे्सर्स की उत्पादकता में र्सुधार लाती है । 
 
शोधकायक के दरू्सरे उद्देश्य (अध्याय ४) के माध्यम रे्स रेकॉम्बीनैंट ई. कोलाई की फेड-बैच 
कल्टीवेशन में लैक्टोि-आधाररत इांडक्शन रणनीतत को ववकमर्सत ककया गया िो आइर्सोप्रोवपल-
डी-1-धथयोगैलेक्टोपायरोर्साइड (आईपीटीिी) की मलममटेशन को दरू करती है। ममधश्रत जग्ग्लर्सरॉल-
लैक्टोि फीड और महत्वपूणक अमीनो एमर्सड्र्स र्सज््लमेंटेशन  का उपयोग करके ई. कोलाई की 
हाई रे्सल डेंमर्सटी कल्टीवेशन के पररणामस्वरूप  रे्सल डेंमर्सटी  ५२.२±०.९० राम प्रतत लीटर  और 
प्राजम्लांटाइड अनुमापाांक ७.८ राम प्रतत लीटर  प्रा्त  हुई ।  हम पररकल्पना करते हैं कक 
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महत्वपूणक अमीनो एमर्सड र्सज््लमेंटेशन दो उद्देश्य की पूतत क करता है: i) काबकन स्रोतों का तेिी 
रे्स आत्मर्सात करना ii) अमीनो एमर्सड्र्स भुखमरी के कारण मेटाबोमलक तनाव का मुकाबला 
करना । 
 
यू एर्स एफडीए द्वारा उजल्लखखत प्रोरे्सर्स एनामलटटकल टेक्नोलॉिी (पीएटी) रूपरेखा में 
बायोफमाकमर्सटटकल उत्पादन के द्वारान प्रोरे्सर्स की वास्तववक र्समय  में  तनगरानी और किटटकल 
प्रोरे्सर्स पैरामीटरर्स की आवश्यकता पर प्रकाश डाला है। ई. कोलाई आधाररत अपस्रीम प्रोरे्सर्स में 
फीड और एर्सीटेट तनयांत्रण दो महत्वपूणक पैरामीटरर्स हैं िो प्रोरे्सर्स की उत्पादकता तय करते हैं। 
शोधकायक के इर्स उद्देश्य (अध्याय ५) के माध्यम रे्स, हमन ेरेकॉम्बीनैंट ई. कोलाई की फेड-बैच 
कल्टीवेशन में फीड और एर्सीटेट के वास्तववक र्समय तनयांत्रण के मलए तनयर इन्रारेड 
स्पेक्रोस्कोपी (एनआईआरएर्स) को पीएटी उपकरण के रूप में अनुप्रयोग का प्रदशकन ककया है। 
फेड-बैच उत्पादन चरण के द्वारान तीन प्रमुख मेटाबॉमलट्र्स िो तनरन्तर बदलते है अथाकत ्
लैक्टोि, एर्सीटेट, और गैलेक्टोि, उनका ववश्लेषण करने क मलए बायोररएक्टर  र्समै्पल्र्स के 
स्पेक्रा के कैमलब्रेशन लाइबे्ररी द्वारा एनआईआरएर्स मॉडल ववकमर्सत ककया गया।  जग्ग्लर्सरॉल 
और लैक्टोि फीड पांपों को तनयांत्रत्रत करने के मलए एनआईआरएर्स स्पेक्रा के वास्तववक र्समय 
में ववश्लेषण करके एक नई फीडड ांग रणनीतत लागू की गई । िब भी एर्सीटेट कां र्सांरेशन कुछ 
तनजश्चत थ्ररे्सहोल्ड रे्स अधधक देखी गई, तो स्टेि वाइि तरीके रे्स जग्ग्लर्सरॉल फीड दर को 
स्वचामलत रूप रे्स कम करके वास्तववक र्समय में एर्सीटेट कां र्सांरेशन को तनयांत्रत्रत ककया गया। 
पारांपररक प्रोरे्सर्स की तुलना में पीएटी तनयांत्रत्रत प्रोरे्सर्स में प्राजम्लांटाइड का उत्पादन ५८ % बढ़ा 
पाया गया। 
 
ववमशष्ट ववकार्स दर (μ) एक प्रमुख प्रोरे्सर्स पैरामीटर है िो ई. कोलाई में कोमशका वदृ्धध और रेकॉम्बीनैंट 
प्रोटीन उत्पादन को प्रभाववत करता है। प्रोरे्सर्स की उत्पादकता फेड-बैच कल्टीवेशन के दौरान प्री- 
और पोस्ट-इांडक्शन के ववमशष्ट ववकार्स दर (μ) के र्सावधानीपूवकक चयन पर तनभकर करती है। 
हालाांकक, पोस्ट-इांडक्शन μ का रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन उत्पादन पर र्सीधा प्रभाव पड़ता है । थीमर्सर्स 
शोधकायक के अांततम उद्देश्य (अध्याय ६) के माध्यम रे्स, हमने प्राजम्लांटाइड मल्टीमर और 
रानीत्रबजुमैब के उत्पादन पर ववमभन्न (तनम्न रे्स उच्च) पोस्ट-इांडक्शन μ के प्रभाव की िाांच 
की। प्री- और पोस्ट-इांडक्शन μ तनयांत्रत्रत करन ेके मलए एक्र्सपोनेंमशयल फीडड ांग रणनीतत का 
उपयोग ककया गया। पररणामों ने प्रदमशकत ककया कक तनम्न पोस्ट-इांडक्शन μ रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन 
उत्पादन में र्सुधार करता है। अध्ययन ने ववमशष्ट ववकार्स दर और प्रोटीन उत्पादन के बीच एक 
र्सांबांध पर प्रकाश डाला, जिर्सरे्स पोस्ट-इांडक्शन के μ  को तनयांत्रत्रत करन ेके महत्व को स्पष्ट 
ककया । 
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कुल ममलाकर, इर्स थीमर्सर्स शोधकायक का उद्देश्य ई. कोलाई आधाररत रेकॉम्बीनैंट बायोप्रोरे्सर्स के र्साथ 

आने वाली कुछ प्रमुख चुनौततयााँ का र्समाधान करना था । प्रस्ताववत बायोप्रोरे्सर्स रणनीततयााँ और 
एनआईआरएर्स आधाररत पीएटी अनुप्रयोग ने ई. कोलाई आधाररत प्रोरे्सर्स के   रेकॉम्बीनैंट प्रोटीन 

उपि में वदृ्धध टदखाई।   
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