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Abstract 

Microbial host systems remain the most efficient and cost-effective choice for biotherapeutics 

production. E. coli is often the preferred host due to ease of cloning, scale-up, high product 

yields, and most importantly, cost-effective production. However, E. coli often experiences 

difficulties in producing biologically active therapeutics such as antibody fragment (Fab) 

molecules. Low Fab expression and high production costs present major challenges for 

manufacturers. To enhance process economics, an optimized upstream process is essential. This 

study employs a systematic approach to upstream process development of the Fab fragment, 

ranibizumab, in E. coli. Initially, key process variables were optimized by using a two-step 

Design of Experiments (DOE) strategy. Key process parameters—including post-induction 

temperature, post-induction time, inducer concentration, agitation speed, media pH, and cell 

density at induction (induction OD) were evaluated for their effects on biomass concentration, 

protein yield, impurity levels, and light-to-heavy chain ratio. Fractional factorial screening 

design identified induction OD, inducer concentration, pH, and temperature as critical 

parameters. Response surface methodology further determined the optimal values of induction 

OD, inducer concentration, media pH and post-induction temperature as 1.2 OD, 1 mM inducer 

concentration, pH 7.4, and 35°C, respectively. The optimized parameters yielded 0.051 g 

protein/g inclusion bodies, 4.99 g/L biomass concentration, a balanced light-to-heavy chain 

ratio (LC:HC = 0.98), and an impurity level of 8.2%. Notably, temperature and induction OD 

significantly influenced LC:HC balance and impurity formation, underscoring the need for 

tight process control. 

Overproduction of heterologous protein often causes excessive consumption of ATPs and other 

precursors, especially amino acids, and this can disrupt cell metabolism, thereby leading to 

impaired cell growth and reduced protein yields. This study further explores the role of amino 

acid supplementation in alleviating this metabolic strain. A Plackett-Burman DOE screening 

identified critical amino acids, followed by a targeted supplementation approach based on 

amino acid consumption patterns. The strategy resulted in a 28% increase in dry cell weight, a 

40% improvement in protein yield per gram of inclusion bodies, a 23% rise in specific growth 

rate, and a 37% enhancement in substrate uptake. These findings highlight amino acid 

supplementation as an effective approach to enhance process productivity. 

Production of Fab molecules in E. coli as a host presents a significant challenge due to low 

protein expression and poor yields. However, overexpression often leads to the formation of 
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insoluble protein aggregates known as inclusion bodies (IBs). Downstream processing of Fab 

fragments remains a bottleneck due to challenges in IBs recovery and refolding efficiency. To 

improve product yield and purity, we optimized lysis conditions, IB recovery, and IB washing 

steps. DOE-driven buffer composition optimization achieved 0.069 g protein/g IB, 61% IB 

purity, and 87% lysis efficiency. Homogenization using two passes at 1000 bar increased lysis 

efficiency to 93.5%, maintaining 60% IB purity. Furthermore, optimized IB washing using 1% 

Triton X-100 and 2M urea for 30 minutes at room temperature resulted in 84.53% IB recovery 

and 75% IB purity. These optimizations demonstrated that refining lysis and washing 

parameters significantly enhances IBs quality, thereby improving refolding yields and 

downstream purification. 

IBs are typically more stable and contain a higher proportion of the target protein compared to 

the soluble fraction. However, quality and stability of IBs play a crucial role in determining the 

efficiency of refolding and subsequent purification of the target protein. IBs storage conditions, 

including temperature, duration, and freeze-thaw cycles, were systematically analyzed to 

determine their impact on stability. IBs stored at -80°C exhibited superior stability compared 

to those stored at -20°C, with degradation increasing over time and with repeated freeze-thaw 

cycles. IBs stored at -20°C and -80°C for 45 days showed a 51% and 30% decrease in refolding 

yield, respectively. Lyophilized IBs exhibited 40% and 20% loss under the same conditions. 

Lyophilized IBs demonstrated improved stability under all tested conditions, outperforming 

conventional IBs. Moreover, an increase in light chain fragmentation was observed over time, 

potentially contributing to reduced refolding yields and complications in downstream 

processing. Additionally, IBs formed during high-cell-density cultivation contained with host 

protein impurity, potentially interfering with purification. Based on these findings, lyophilized 

IBs and IBs stored at -80°C with minimal freeze-thaw cycles were identified as optimal 

conditions for preserving IB integrity and maximizing recombinant protein yield. 

This study presents a comprehensive approach to optimizing Fab molecule production in E. 

coli, addressing key challenges in upstream processing, metabolic burden, downstream 

purification, and IBs stability. The findings emphasize the importance of precise control over 

induction parameters, targeted amino acid supplementation, and optimized IBs handling to 

enhance overall process efficiency. Implementing these strategies can significantly improve 

ranibizumab Fab protein yields, reduce impurities, and streamline biotherapeutic 

manufacturing. 
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साराांश 

माइक्रोबियल होस्ट बिस्टम िायोथेरेपू्यबिक्स उत्पादन के बलए िििे कुशल और लागत प्रभावी बवकल्प 

िने हुए हैं। क्लोबनिंग, से्कल-अप, उच्च उत्पाद पैदावार और िििे महत्वपूर्ण रूप िे, लागत प्रभावी 

उत्पादन की आिानी के कारर् एस्चेररबचया कोली (ई. कोली) अक्सर पििंदीदा होस्ट होता है। हालााँबक, 

ई. कोली को अक्सर एिं िीिॉडी फे़्रगमेंि (Fab) अरु्ओिं जैिे जैबवक रूप िे िबक्रय बचबकत्सीय उत्पादन में 

कबिनाइयोिं का िामना करना पड़ता है। कम Fab उत्पादन और उच्च उत्पादन लागत बनमाणताओिं के बलए 

िड़ी चुनौबतयााँ पेश करती हैं। प्रबक्रया अथणशास्त्र को िढाने के बलए, एक अनुकूबलत अपस्टर ीम प्रबक्रया 

आवश्यक है। यह अध्ययन ई. कोली में Fab फे़्रगमेंि, रैबनबिजुमैि के अपस्टर ीम प्रबक्रया बवकाि के बलए 

एक व्यवस्स्थत दृबिकोर् का उपयोग करता है। प्रारिंभ में, दो-चरर्ीय बडजाइन ऑफ़ एक्सपेरीमेंि (DOE) 

रर्नीबत का उपयोग करके प्रमुख प्रबक्रया चर को अनुकूबलत बकया गया था। मुख्य प्रबक्रया पैरामीिर - 

बजिमें पे्ररर् के िाद का तापमान, पे्ररर् के िाद का िमय, पे्ररक िािंद्रता, आिंदोलन की गबत, मीबडया 

पीएच और पे्ररर् पर कोबशका घनत्व (पे्ररर् ओडी) शाबमल हैं - का मूल्ािंकन िायोमाि िािंद्रता, प्रोिीन 

उपज, अशुद्धता के स्तर और हले्क िे भारी श्रिंखला अनुपात पर उनके प्रभावोिं के बलए बकया गया था। 

आिंबशक कारक स्क्रीबनिंग बडजाइन ने पे्ररर् ओडी, पे्ररक िािंद्रता, पीएच और तापमान को महत्वपूर्ण 

मापदिंडोिं के रूप में पहचाना। प्रबतबक्रया ितह पद्धबत ने पे्ररर् ओडी, पे्ररक िािंद्रता, मीबडया पीएच और 

पे्ररर् के िाद के तापमान के इितम मूल्ोिं को क्रमशः  1.2 ओडी, 1 एमएम पे्ररक िािंद्रता, पीएच 7.4 

और 35 बडग्री िेस्ियि के रूप में बनर्ाणररत बकया। अनुकूबलत मापदिंडोिं ने 0.051 ग्राम प्रोिीन/जी 

िमावेशन बनकाय, 4.99 ग्राम/एल िायोमाि िािंद्रता, एक ििंतुबलत हले्क िे भारी श्रिंखला अनुपात 

(एलिी:एचिी = 0.98) और 8.2% का अशुद्धता स्तर प्राप्त बकया। उले्लखनीय रूप िे, तापमान और 

पे्ररर् OD ने LC:HC ििंतुलन और अशुद्धता गिन को महत्वपूर्ण रूप िे प्रभाबवत बकया, बजििे िख्त 

प्रबक्रया बनयिंत्रर् की आवश्यकता को रेखािंबकत बकया गया। बवषम प्रोिीन का अबर्क उत्पादन अक्सर 

एिीपी और अन्य अग्रदूतोिं, बवशेष रूप िे अमीनो एबिड की अत्यबर्क खपत का कारर् िनता है, और 

यह कोबशका चयापचय को िाबर्त कर िकता है, बजििे कोबशका वरस्द्ध िाबर्त होती है और प्रोिीन की 

पैदावार कम होती है। यह अध्ययन इि चयापचय तनाव को कम करने में अमीनो एबिड पूरकता की 

भूबमका का आगे पता लगाता है। पै्लकेि-िमणन डीओई स्क्रीबनिंग ने महत्वपूर्ण अमीनो एबिड की पहचान 

की, इिके िाद अमीनो एबिड खपत पैिनण के आर्ार पर लबित पूरकता दृबिकोर् अपनाया गया। इि 

रर्नीबत के पररर्ामस्वरूप िूखी कोबशका भार में 28% की वरस्द्ध, िमावेशन बनकायोिं के प्रबत ग्राम प्रोिीन 

उपज में 40% िुर्ार, बवबशि बवकाि दर में 23% की वरस्द्ध और िब्सिर ेि अपिेक में 37% वरस्द्ध हुई। 
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हालािंबक, अबर्क अबभव्यस्ि अक्सर अघुलनशील प्रोिीन िमुच्चय के बनमाणर् की ओर ले जाती है बजिे 

िमावेशन बनकाय (IB) के रूप में जाना जाता है। IBs ररकवरी और रीफोस्डिंग दिता में चुनौबतयोिं के 

कारर् Fab िुकड़ोिं की डाउनस्टर ीम प्रोिेबििंग एक अड़चन िनी हुई है। उत्पाद की उपज और शुद्धता में 

िुर्ार करने के बलए, हमने लाइबिि की स्स्थबत, IB ररकवरी और IB वॉबशिंग चरर्ोिं को अनुकूबलत बकया। 

DOE द्वारा ििंचाबलत िफर ििंरचना अनुकूलन ने 0.069 ग्राम प्रोिीन/g IB, 61% IB शुद्धता और 87% 

लाइबिि दिता हाबिल की। 1000 िार पर दो पाि का उपयोग करके होमोजेनाइजेशन ने लाइबिि 

दिता को 93.5% तक िढा बदया, बजििे 60% IB शुद्धता िनी रही। इिके अलावा, कमरे के तापमान 

पर 30 बमनि के बलए 1% िर ाइिन X-100 और 2M यूररया का उपयोग करके अनुकूबलत IB वॉबशिंग के 

पररर्ामस्वरूप 84.53% IB ररकवरी और 75% IB शुद्धता हुई। इन अनुकूलन ने प्रदबशणत बकया बक 

ररफाइबनिंग लाइबिि और वॉबशिंग पैरामीिर IBs की गुर्वत्ता को महत्वपूर्ण रूप िे िढाते हैं, बजििे 

रीफोस्डिंग उपज और डाउनस्टर ीम शुस्द्धकरर् में िुर्ार होता है। आईिी आमतौर पर अबर्क स्स्थर होते 

हैं और घुलनशील अिंश की तुलना में लक्ष्य प्रोिीन का उच्च अनुपात रखते हैं। हालािंबक, आईिी की गुर्वत्ता 

और स्स्थरता लक्ष्य प्रोिीन के रीफोस्डिंग और उिके िाद के शुस्द्धकरर् की दिता बनर्ाणररत करने में 

महत्वपूर्ण भूबमका बनभाते हैं। तापमान, अवबर् और फ्रीज-थॉ चक्रोिं िबहत आईिी भिंडारर् स्स्थबतयोिं का 

व्यवस्स्थत रूप िे बवशे्लषर् बकया गया ताबक स्स्थरता पर उनके प्रभाव को बनर्ाणररत बकया जा िके। -

80 बडग्री िेस्ियि पर ििंग्रहीत आईिी ने -20 बडग्री िेस्ियि पर ििंग्रहीत आईिी की तुलना में िेहतर 

स्स्थरता प्रदबशणत की, िमय के िाथ और िार-िार फ्रीज-थॉ चक्रोिं के िाथ बगरावि िढ गई। 45 बदनोिं के 

बलए -20 बडग्री िेस्ियि और -80 बडग्री िेस्ियि पर ििंग्रहीत आईिी ने क्रमशः  रीफोस्डिंग उपज में 

51% और 30% की कमी बदखाई। लाइओबफलाइज्ड आईिी ने िमान पररस्स्थबतयोिं में 40% और 20% 

की हाबन प्रदबशणत की। लाइओबफलाइज्ड आईिी ने िभी परीिर् स्स्थबतयोिं के तहत िेहतर स्स्थरता का 

प्रदशणन बकया, जो पारिंपररक आईिी िे िेहतर प्रदशणन करता है। इिके अलावा, िमय के िाथ लाइि 

चेन बवखिंडन में वरस्द्ध देखी गई, जो ििंभाबवत रूप िे रीफोस्डिंग उपज और डाउनस्टर ीम प्रििंस्करर् में 

जबिलताओिं को कम करने में योगदान दे िकती है। इिके अबतररि, उच्च-कोबशका-घनत्व ििंवर्णन के 

दौरान िनने वाले IBs में होस्ट प्रोिीन अशुद्धता होती है, जो ििंभाबवत रूप िे शुस्द्धकरर् में िार्ा उत्पन्न 

करती है। इन बनष्कषों के आर्ार पर, लाइओबफलाइज्ड IBs और नू्यनतम फ्रीज-थॉ चक्रोिं के िाथ -80°C 

पर ििंग्रहीत IBs को IB अखिंडता को ििंरबित करने और पुनः  ििंयोजक प्रोिीन उपज को अबर्कतम करने 

के बलए इितम स्स्थबतयोिं के रूप में पहचाना गया। 

यह अध्ययन ई. कोलाई में फैि अरु् उत्पादन को अनुकूबलत करने के बलए एक व्यापक दृबिकोर् प्रसु्तत 

करता है, जो अपस्टर ीम प्रििंस्करर्, चयापचय िोझ, डाउनस्टर ीम शुस्द्धकरर् और आईिी स्स्थरता में प्रमुख 
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चुनौबतयोिं का िमार्ान करता है। बनष्कषण पे्ररर् मापदिंडोिं पर ििीक बनयिंत्रर्, लबित अमीनो एबिड 

पूरकता और िमग्र प्रबक्रया दिता को िढाने के बलए अनुकूबलत आईिी हैंडबलिंग के महत्व पर जोर देते 

हैं। इन रर्नीबतयोिं को लागू करने िे रैबनबिजुमैि फैि प्रोिीन की पैदावार में काफी िुर्ार हो िकता है, 

अशुस्द्धयोिं को कम बकया जा िकता है और िायोथेरेपू्यबिक बवबनमाणर् को िुव्यवस्स्थत बकया जा िकता 

है। 
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