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Abstract 

This thesis documents a study of how process efficiency can be increased by the combined effect 

of molecular biology, media development, process optimization, and implementing advanced 

control schemes. The bioprocess outcome (critical quality attributes) is affected by many factors, 

including the type of microorganism used, medium composition, and operating conditions and 

control system employed (critical process parameters). 

Molecular biology has seen significant advancements over the past few decades. The Assembly 

of multiple DNA copies and essential transcriptional and translational entities has enabled us to 

produce complex biotherapeutic products in microbial systems, earlier constrained to mammalian 

systems. The first objective presents a novel strategy for achieving efficient expression of antibody 

fragment in Escherichia coli. Ranibizumab, a humanized monoclonal antibody fragment that is 

used for treatment of age-related macular degeneration and macular edema, has been chosen as a 

case study. Most manufacturers express it as inclusion bodies in BL21 DE3 E. coli expression 

system. The gene encoding for Ranibizumab has previously been cloned but the reported processes 

were either very tedious or vector and host-specific. In our proposed strategy, the whole antibody 

fragment has been single step cloned in a pET series vector belonging to a prokaryotic host along 

with an efficient promoter and extra ribosome binding site to cater for equal expression of the light 

and heavy chains. Another advantage is that the whole expression unit could be excised and placed 

in any vector choice. Heterologous expression was found to be doubled, which has been confirmed 

both using Tricine PAGE level as well as RP-HPLC. The reduced antibody fragment has also been 

analytically characterized using LC-MS. Besides, the role of clone selection and process 

optimization to enhance expression yield has been explored. We think that the proposed strategy 

would be of interest to those seeking production of antibody fragments in microbial hosts.   

Upstream process development has a significant impact on overall process yield. Most 

manufacturers currently express it in Escherichia coli strain BL21 (DE3), where low-level 

expression of this complex protein has been acknowledged to result in higher production cost. 

This paper aims to present a novel strategy involving use of additives for enhancing expression of 

Ranibizumab in E. coli. Media additives, identified based on risk analysis, were screened for 

impact on productivity. Glutamine, proline, arginine, and ethanol exhibited an increase in protein 
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production compared to control. Based on process economics and scale-up considerations, ethanol 

was chosen as the optimal medium additive. The effect of ethanol addition on cell size (control 

1.82 µm and optimized 2µm), cellular physiology (no cell swelling or shrinkage observed) and 

cellular viability (better in optimized sample) were examined. A two-fold improvement in 

expression has been demonstrated (from 0.23 mg/mL to 0.48 mg/mL in single copy clone and 0.4 

mg/mL to 0.72 mg/mL in double copy clone) using the optimized conditions vis-a-vis the control, 

thereby demonstrating the efficacy of the proposed approach. Transcriptomic analysis and RT-

qPCR validation indicated that changes in membrane properties and DNA synthesis result in gene 

amplification and enhance synthesis of inducible proteins in case of the optimized medium.  

Recombinant protein production by various host organisms is strictly regulated, which is 

determined mainly by host cell genetics and maintenance of process variables within desirable 

limits in a reactor. Since the process dynamics typically exhibit non-linear interactions amongst 

the critical process variables, the commonly employed controllers are suboptimal for control of 

most bioprocesses. Through the third objective, we present the implementation of an augmented 

advanced controller for improving the production of recombinant human serum albumin using 

Pichia pastoris. The augmented controller consisted of a decoupled adaptive control (DAC) and 

a decoupled input-output linearizing control (DIOLC) in a combined architecture that permits 

simultaneous control of substrate concentration and dissolved oxygen concentration, sampled at 

different rates during fed-batch fermentation. The performance of augmented controller was 

compared to the performance of standalone implemented individually on the process. Our results 

showed that the augmented controller increases productivity with better regulation of substrate 

and DO along the desired control trajectory compared to individual DAC and DIOLC controllers. 

The performance of the augmented DAC-DIOLC controller showed deviations of only 0.021 g/L 

from substrate set point compared to 0.09 g/L in PID and 0.031 g/L in DIOLC, and a 1.12% 

deviation from DO set point compared to 11.86% in PID and 2.58% in DAC. Overall, better 

control was achieved using the augmented controller and resulted in a 1.5-fold increase in rHSA 

production. 

The Process Analytical Technology (PAT) initiative from US FDA has highlighted the need for 

robust monitoring tools and effective control systems capable of receiving information on critical 

process parameters in real time and execute immediate response as soon as there are deviations in 
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process parameters. A typical bioreactor uses a supervisory control and data acquisition (SCADA) 

system for control, a combination of software and hardware tools designed to gather real-time 

data, analyze and control using a mix of hardware and soft sensors. However, when the process is 

disrupted by utility or instrumentation failure, typical process controllers may be unable to 

reinstate normal operating conditions before the cells in the reactor shift to unfavorable metabolic 

regimes. The objective of this study was to examine how the response of a controller affects 

process recovery when disruptive incidences occur under a Process Analytical Technology (PAT) 

framework. The DIOLC is an advanced controller that is derived using methods of global 

linearization and input-output decoupling. The performance of the DIOLC was compared to a PID 

controller subjected to the same conditions. As a case study, the disruptions were introduced 

manually and the effect of controller action on process recovery and Lethal Toxin Neutralizing 

Factor (LTNF) synthesis was measured in terms of product quality and concentration. It was 

observed that DIOLC performs better after reinstating operating conditions and results in a 

meaningful performance improvement. The data presented in this study illustrates the importance 

of a control scheme to generate optimal process performance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



सार 
 

यह थीसिि दस्तावेज का अध्ययन करता है सक आणसवक जीव सवज्ञान, मीसिया सवकाि, प्रसिया अनुकूलन और 

िंयुक्त सनयंत्रण योजनाओ ंको लागू करने के िंयुक्त प्रभाव िे प्रसिया दक्षता कैिे बढाई जा िकती है। बायोप्रोिेि 

पररणाम (महत्वपूणण गुणवत्ता गुण) कई कारको ंिे प्रभासवत होता है, सजिमें प्रयुक्त िूक्ष्मजीव का प्रकार, मध्यम 

िंरचना, और िंचालन की स्थथसत और सनयोसजत प्रणाली (महत्वपूणण प्रसिया पैरामीटर) शासमल हैं। सपछले कुछ 

दशको ंमें आणसवक जीवसवज्ञान ने महत्वपूणण प्रगसत देखी है। कई िीएनए प्रसतयो ंऔर आवश्यक ट्ांिसिप्शनल 

और ट्ांिलेशनल इकाइयो ंकी अिेंबली ने हमें माइिोसबयल सिस्टम में जसटल जैव-सचसकत्सीय उत्पादो ंका उत्पादन 

करने में िक्षम सकया है, जो पहले स्तनधारी प्रणासलयो ंके सलए सववश थे। पहला उदे्दश्य एथचेररसचया कोलाई में 

एंटीबॉिी टुकडे की कुशल असभव्यस्क्त प्राप्त करने के सलए एक उपन्याि रणनीसत प्रसु्तत करता है। रानीसबजुमब, 

एक मानवकृत मोनोक्लोनल एंटीबॉिी टुकडा जो सक उम्र िे िंबंसधत धबे्बदार अध: पतन और धबे्बदार एसिमा के 

उपचार के सलए उपयोग सकया जाता है, को केि स्टिी के रूप में चुना गया है। असधकांश सनमाणता इिे BL21 DE3 

E. कोली एक्सपे्रशन सिस्टम में शासमल सकए जाने वाले सनकाय के रूप में व्यक्त करते हैं। रासनसबजुमाब के सलए 

जीन एन्कोसिंग पहले िे क्लोन की गई है, लेसकन ररपोटण की गई प्रसियाएं बहुत थकाऊ या वेक्टर और होस्ट-सवसशष्ट 

थी।ं हमारी प्रस्तासवत रणनीसत में, प्रकाश और भारी शंृ्खलाओ ंकी िमान असभव्यस्क्त के सलए एक कुशल प्रमोटर 

और असतररक्त राइबोिोम बाइंसिंग िाइट के िाथ एक प्रोकैररयोसटक होस्ट िे िंबंसधत पीईटी शंृ्खला वेक्टर में पूरे 

एंटीबॉिी टुकडे को एकल चरण क्लोन सकया गया है। एक और लाभ यह है सक पूरी असभव्यस्क्त इकाई को सकिी 

भी वेक्टर पिंद में रखा जा िकता है। Heterologous वं्यजक को दोगुना पाया गया, सजिकी पुसष्ट Tricine PAGE 

स्तर के िाथ-िाथ RP-HPLC दोनो ंका उपयोग करके की गई है। कम एंटीबॉिी टुकडा भी LC-MS का उपयोग 

करके सवशे्लषणात्मक रूप िे सवशेषता है। इिके अलावा, असभव्यस्क्त की उपज बढाने के सलए क्लोन चयन और 

प्रसिया अनुकूलन की भूसमका का पता लगाया गया है। हमें लगता है सक प्रस्तासवत रणनीसत माइिोसबयल होस्ट में 

एंटीबॉिी टुकडे के उत्पादन की मांग करने वालो ंके सलए सदलचस्पी की होगी। 

अपस््टीम प्रोिेि िेवलपमेंट का िमग्र प्रोिेि यील्ड पर महत्वपूणण प्रभाव पडता है। असधकांश सनमाणता वतणमान में 

इिे एथचेररसचया कोलाई से््टन BL21 (DE3) में व्यक्त करते हैं, जहां इि जसटल प्रोटीन की सनम्न-स्तरीय असभव्यस्क्त 

को उच्च उत्पादन लागत के पररणामस्वरूप स्वीकार सकया गया है। इि पत्र का उदे्दश्य ई। कोलाई में रानीसबजुमाब 

की असभव्यस्क्त को बढाने के सलए योजक के उपयोग िे िंबंसधत एक उपन्याि रणनीसत प्रसु्तत करना है। मीसिया 

एसिसटव्ि, जो जोस्खम सवशे्लषण के आधार पर पहचाने जाते हैं, उत्पादकता पर प्रभाव के सलए जांच की गई। 

गू्लटामाइन, प्रोसलन, आसजणसनन और इथेनॉल ने सनयंत्रण की तुलना में प्रोटीन उत्पादन में वृस्ि का प्रदशणन सकया। 

प्रसिया अथणशास्त्र और से्कल-अप सवचारो ंके आधार पर, इथेनॉल को इष्टतम मध्यम योजक के रूप में चुना गया 

था। िेल आकार (सनयंत्रण 1.82 माइिोन और अनुकूसलत 2 माइिोन) पर इथेनॉल के अलावा के प्रभाव, िेलुलर 

शरीर सिया सवज्ञान (कोई िेल िूजन या िंकोचन नही ंदेखा गया) और िेलुलर व्यवहायणता (अनुकूसलत नमूने में 



बेहतर) की जांच की गई। असभव्यस्क्त में दो गुना िुधार का प्रदशणन सकया गया है (एकल कॉपी क्लोन में 0.23 

समलीग्राम / एमएल िे 0.48 समलीग्राम / एमएल और िबल कॉपी क्लोन में 0.4 समलीग्राम / एमएल िे 0.72 समलीग्राम 

/ एमएल) का उपयोग करके अनुकूसलत पररस्थथसतयो ंमें सवज-ए-सवज का उपयोग सकया गया है सनयंत्रण, सजििे 

प्रस्तासवत दृसष्टकोण की प्रभावकाररता प्रदसशणत होती है। ट्ांिसिपटासमक सवशे्लषण और आरटी-कू्यपीिीआर 

ित्यापन ने िंकेत सदया सक सिल्ली गुणो ंऔर िीएनए िंशे्लषण में पररवतणन के पररणामस्वरूप जीन प्रवधणन होता 

है और अनुकूसलत माध्यम के मामले में असमट प्रोटीन के िंशे्लषण को बढाता है। 

सवसभन्न मेजबान जीवो ंद्वारा पुनः िंयोजक प्रोटीन उत्पादन को िख्ती िे सवसनयसमत सकया जाता है, जो मुख्य रूप िे 

मेजबान िेल आनुवंसशकी और एक ररएक्टर में वांछनीय िीमा के भीतर प्रसिया चर के रखरखाव द्वारा सनधाणररत 

सकया जाता है। चंूसक प्रसिया की गसतशीलता आम तौर पर महत्वपूणण प्रसिया चर के बीच गैर-रेखीय इंटरैक्शन का 

प्रदशणन करती है, आमतौर पर सनयोसजत सनयंत्रक असधकांश बायोप्रोिेि के सनयंत्रण के सलए उप-रूपी होते हैं। 

तीिरे उदे्दश्य के माध्यम िे, हम Pichia pastoris का उपयोग कर पुनः िंयोजक मानव िीरम एलु्बसमन के उत्पादन 

में िुधार के सलए एक उन्नत उन्नत सनयंत्रक के कायाणन्वयन को प्रसु्तत करते हैं। िंवसधणत सनयंत्रक में एक िंयुक्त 

आसकण टेक्चर में एक सिकूप्ि एिेसिव कंट्ोल (िीएिी) और एक सिकूप्ि इनपुट-आउटपुट लाइनराइसजंग कंट्ोल 

(DIOLC) शासमल है जो िब्सटे्ट एकाग्रता और भंग ऑक्सीजन एकाग्रता के एक िाथ सनयंत्रण की अनुमसत देता 

है, जो फेि-बैच सकण्वन के दौरान अलग-अलग दरो ंपर िैंपल देता है। िंवसधणत सनयंत्रक के प्रदशणन की तुलना 

प्रसिया पर व्यस्क्तगत रूप िे लागू सकए गए स्टैंिअलोन के प्रदशणन िे की गई थी। हमारे पररणामो ंिे पता चला है 

सक िंवसधणत सनयंत्रक िब्सटे्ट और िीओ के बेहतर सवसनयमन के िाथ उत्पादकता बढाता है और व्यस्क्तगत िीएिी 

और िीओओएलिी सनयंत्रको ंकी तुलना में वांसछत सनयंत्रण प्रके्षपवि के िाथ होता है। िंवसधणत DAC-DIOLC 

सनयंत्रक के प्रदशणन ने िब्सटे्ट िेट सबंदु िे केवल 0.021 g / L के सवचलन और PID में 0.09 ग्राम / लीटर और 

DIOLC में 0.031 ग्राम / लीटर की तुलना में सदखाया, और 11.86% की तुलना में DO िेट सबंदु पर 1.12% सवचलन 

सकया। पीआईिी में और 2.58% िीएिी में। कुल समलाकर, िंवसधणत सनयंत्रक का उपयोग करके बेहतर सनयंत्रण 

हासिल सकया गया और पररणामस्वरूप आरएचएिए उत्पादन में 1.5 गुना वृस्ि हुई। 

यूएि एफिीए िे प्रोिेि एनासलसटकल टेक्नोलॉजी (पीएटी) पहल ने वास्तसवक िमय में महत्वपूणण प्रसिया मापदंिो ं

की जानकारी प्राप्त करने में िक्षम मजबूत सनगरानी उपकरण और प्रभावी सनयंत्रण प्रणासलयो ंकी आवश्यकता पर 

प्रकाश िाला है और प्रसिया मापदंिो ंमें सवचलन होते ही तत्काल प्रसतसिया सनष्पासदत की है। एक सवसशष्ट 

बायोररएक्टर सनयंत्रण के सलए एक पयणवेक्षी सनयंत्रण और िेटा असधग्रहण (SCADA) प्रणाली का उपयोग करता है, 

हािणवेयर और िॉफ्ट िेंिर के समश्ण का उपयोग करके वास्तसवक िमय के िेटा को इकट्ठा करने, सवशे्लषण और 

सनयंत्रण करने के सलए सिजाइन सकए गए िॉफ़्टवेयर और हािणवेयर टूल का िंयोजन। हालााँसक, जब प्रसिया 

उपयोसगता या इंसू्टमेंटेशन सवफलता िे बासधत होती है, तो सवसशष्ट प्रसिया सनयंत्रक प्रसतकूल मेटाबॉसलक शािनो ं

के सलए ररएक्टर सशफ्ट में कोसशकाओ ंिे पहले िामान्य पररचालन स्थथसतयो ंको बहाल करने में अिमथण हो िकते 

हैं। इि अध्ययन का उदे्दश्य यह जांचना था सक एक प्रसिया की सवशे्लषणात्मक प्रसिया (पैट) ढांचे के तहत 



सवघटनकारी घटना होने पर सनयंत्रक की प्रसतसिया प्रसिया विूली को कैिे प्रभासवत करती है। DIOLC एक उन्नत 

सनयंत्रक है जो वैसिक रैस्खककरण और इनपुट-आउटपुट सिकम्पसलंग के तरीको ंका उपयोग करके प्राप्त सकया 

जाता है। DIOLC के प्रदशणन की तुलना िमान पररस्थथसतयो ंके अधीन PID सनयंत्रक िे की गई थी। एक मामले के 

अध्ययन के रूप में, व्यवधानो ंको मैनु्यअल रूप िे पेश सकया गया था और प्रसिया विूली और घातक टॉस्क्सन 

नू्यट्लाइसजंग फैक्टर (एलटीएनएफ) िंशे्लषण पर सनयंत्रक कारणवाई के प्रभाव को उत्पाद की गुणवत्ता और एकाग्रता 

के िंदभण में मापा गया था। यह देखा गया सक DIOLC ऑपरेसटंग पररस्थथसतयो ंऔर पररणामो ंको एक िाथणक प्रदशणन 

में िुधार करने के बाद बेहतर प्रदशणन करता है। इि अध्ययन में प्रसु्तत िेटा इष्टतम प्रसिया प्रदशणन उत्पन्न करने 

के सलए एक सनयंत्रण योजना के महत्व को दशाणता है। 
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 : Specific substrate consumption rate for substrate in batch phase (g substrate g-1 biomass 

h-1) 

qSf
 : Specific substrate consumption rate for substrate in fed-batch phase (g substrate g-1 

biomass h-1) 

R : Gas constant (K-1 kPa L mol-1) 

Sb : Substrate concentration in batch phase (g L-1) 

Sf : Substrate concentration in fed-batch phase (g L-1) 

Sf,in : Substrate concentration in the feed in fed - batch phase (g L-1) 

T : Temperature (K)  

ug : Superficial gas velocity (m h-1) 

V : Volume of the broth (L) 

Vg : Gas volume (L) 

VT : Total reactor volume (L) 

X : Biomass concentration (g L-1) 

Xin : Biomass concentration in the feed (g L-1) 

yX/Sb
 : Biomass yield coefficient from substrate in batch phase (g biomass g-1 substrate) 

yX/Sf
 : Biomass yield coefficient from substrate in fed-batch phase (g biomass g-1 substrate) 

yX/O2,b
 : Biomass yield coefficient from oxygen utilized in batch phase (g oxygen g-1 biomass) 

yX/O2,f
 : Biomass yield coefficient from oxygen utilized in fed-batch phase (g oxygen g-1 biomass) 

Greek 

α : Growth associated product yield coefficient (g product g-1 biomass) 

β:  : Non-growth associated product yield coefficient (g product g-1 biomass h-1) 

µb : Specific growth rate of batch phase (h-1) 

µf : Specific growth rate of fed-batch phase (h-1) 

µmb
 : Maximum specific growth rate of batch phase (h-1) 

µmf
 : Maximum specific growth rate of fed-batch phase (h-1) 
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