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Highlights
· Production kinetics was obtained during expression at 28, 30, 33 and 37°C
· Lower expression temperatures yielded higher protein than higher temperatures
· The highest productivity was 0.046 mg/g cdw/h, attained after 10 h at 30°C

1. Introduction
The production of recombinant antibodies in E. coli has been widely studied in shake flasks [1], mainly for the study of protein yields under the lac promoter expression system. The effect of the inducer (IPTG) concentration during induction has been studied [2-3], but there are no studies on the temperature effect on protein production kinetics. The duo temperature-duration after induction most commonly used is either 37°C-4h or 28°C-12h and only final titers are reported.
In this work the effects of temperature in the production of the chimeric format of bispecific nanobody NbF12-10 against AahI’/AahII toxins of scorpion venom in E. coli WK6 were studied at bioreactor scale. The strategy implemented allowed first the production of biomass in fed-batch mode at 37°C, and then the expression of protein under glucose feed and induction temperatures of 28, 30, 33 and 37°C.
2. Methods
Experiments were conducted with Escherichia coli K12 / WK6 { ∆(lac-pro), galE, strA, nal; F’ lacIq Z∆M15, pro+ } harboring pHEN6 plasmid (derived from pBR322) encoding the bispecific nanobody VHHF12-VHH10 (called NbF12-10) and the chimeric format VHH10-VHHF12 (called CH10-12) retrieved from the combinatorial libraries. Cultures were performed in a 5L bioreactor, Biostat B-DCU (Sartorius) using glucose as carbon source in 1.5 L of defined medium [4]. Batch phase was carried out at 37°C, and at depletion of the 10 g/L of initial glucose, fed-batch mode was applied with an exponential feed imposing a specific growth rate of µ = 0.38 h-1. Protein expression was induced with 1 mM of IPTG when biomass reached approximately 26 g cdw/L. At induction, glucose feed rate was set to 4.5 g Glc/h (at 300 g Glc/L) imposing a µ  0.03 h-1. Temperature and duration after induction were set to 28°C-12h, 30°C-10h, 33°C-6h, and 37°C-4h. Cell samples were taken every 2 h for the experiments at 28 and 30°C, and hourly for experiments at 33 and 37°C. After pelleting the cells, the periplasmic proteins were extracted by osmotic shock and purified by IMAC using His-Select Ni affinity gel (Sigma-Aldrich). After washing with PBS, His-tagged proteins were eluted with imidazole. Biomass was measured by optical density and gravimetric method. Residual glucose and organic acids were quantified by HPLC (Aminex column HPX87H). Quantification of protein was made by a new method of image analysis of electrophoresis gels [5].
3. Results and discussion
The biomass production phase of the four cultures showed high reproducibility, obtaining a µmax of 0.71 h-1 in batch mode and the expected µ of 0.38 h-1 in exponential feeding fed-batch. During protein expression, a linear growth was maintained, sufficient to satisfy both bacterial and protein production. The protein was produced only after the induction with IPTG. The induction at 37°C was extended and stopped at 6 h. After 5 h of induction, the highest protein yield was 0.015 mg/g cdw at 28 and 30°C, and decreased with the temperature, down to 0.005 mg/g cdw at 37°C. The maximum protein yield achieved was 0.074 mg/g cdw (Figure 1a), after 10 h of induction at 30°C, which is two-fold the yield achieved for the same induction duration at 28°C (0.04 mg/g cdw).
	a)
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Figure 1. a) Biomass and protein yield evolution in all cultures, and b) Specific production rate of the nanobody produced after IPTG pulse. Symbols: ◊ 28°C, □ 30°C, ∆ 33°C, ○ 37°C.
The specific production rate of the protein (Figure 1b) increases after 5 h of induction for all cultures, obtaining the highest productivity of 0.045 mg/g cdw/h at the induction temperature of 30°C. This is more than five-fold the productivity at 28°C at the same production time (10 h), and two-fold the productivity at 28°C at 12 h. 
4. Conclusions
The effect of temperature during the induction of a periplasmic-expressed nanobody was tested at bioreactor scale. Culture repeatability was demonstrated, and protein production was achieved during glucose feed. The highest protein titers were obtained at the induction temperature of 30°C. The production of the nanobody at 30°C should be analyzed over a longer period of time to determine the production limits of the strain.
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A. 28°C X, g cdw/L	-15.166666666666666	-14.15	-12.3	-11.216666666666669	-10.333333333333336	-9.2166666666666668	-8.0000000000000018	-7.1666666666666661	-6.3833333333333364	-4.6166666666666636	-3.8833333333333329	-2.2666666666666675	-1.4666666666666686	-0.59999999999999787	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.1000000000000014	10.149999999999999	11.166666666666664	12.133333333333333	3.5714285713726673E-3	8.92857142856648E-2	2.3214285714279193E-2	0.23095238095246653	0.46071428571429052	0.56428571428568386	1.2821428571428508	6.1750000000000105	12.871428571428519	16.071428571428545	19.550000000000086	23.07142857142841	23.982142857142797	24.714285714285687	25.246428571428385	24.73214285714295	27.314285714285674	27.653571428571393	28.039285714285747	28.417857142857116	B. 30°C X, g cdw/L	-15.166666666666666	-14.15	-12.35	-11.2	-10.25	-9.2166666666666668	-8.0000000000000018	-7.1666666666666661	-6.3833333333333364	-3.9166666666666679	-2.2166666666666686	-1.4833333333333307	-0.59999999999999787	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.0833333333333321	10.149999999999999	0	0	4.2857142857185726E-2	1.4285714285728572E-2	5.5357142857029702E-2	0.25595238095231315	0.42500000000008803	0.52142857142849819	1.0035714285714212	5.9571428571428671	12.128571428571426	16.207142857142852	21.774999999999988	26.357142857142811	26.92857142857148	25.417857142857208	27.317857142857207	27.735714285714312	31.153571428571244	30.203571428571443	C. 33°C X, g cdw/L	-9.9666666666666686	-8.966666666666665	-8.2833333333333314	-7.25	-6.8166666666666682	-6.3000000000000007	-5.8	-5.3000000000000007	-4.7999999999999989	-4.3166666666666682	-3.4166666666666679	-2.4666666666666668	-1.966666666666665	-1.2499999999999982	-0.61666666666666714	0	0.96666666666666501	2.0666666666666682	2.9999999999999982	4	5.0833333333333321	5.9666666666666668	2.8571428571457145E-2	2.5000000000005178E-2	0.48214285714292299	1.1750000000000849	1.5428571428571791	2.7499999999999352	4.2214285714285502	5.6107142857142467	8.0607142857142779	12.567857142857164	15.096428571428504	19.028571428571425	25.253571428571369	29.528571428571382	30.714285714285744	31.585714285714314	32.960714285714367	33.563095238095372	33.396428571428487	34.017857142857089	D. 37°C X, g cdw/L	-10.066666666666666	-9.0666666666666664	-8.3833333333333329	-7.35	-6.9166666666666679	-6.45	-5.8999999999999995	-5.4	-4.8999999999999986	-4.4166666666666679	-3.5666666666666647	-2.5666666666666664	-2.0666666666666647	-1.3499999999999979	-0.71666666666666679	0	0.86666666666666536	1.9666666666666686	2.9333333333333318	3.9333333333333336	4.9833333333333325	5.8500000000000014	3.9285714285733749E-2	0.13928571428575445	0.44285714285710998	1.0678571428571602	1.0285714285714265	2.5392857142856968	3.7285714285714304	4.485714285714332	8.025000000000075	11.517857142857183	14.978571428571541	19.460714285714261	22.096428571428529	28.428571428571473	29.314285714285692	30.06428571428577	30.938095238095226	31.509523809523898	31.732142857142811	33.223809523809493	A. 28°C P, mg/L	-15.166666666666666	-14.15	-12.3	-11.216666666666669	-10.333333333333336	-9.2166666666666668	-8.0000000000000018	-7.1666666666666661	-6.3833333333333364	-4.6166666666666636	-3.8833333333333329	-2.2666666666666675	-1.4666666666666686	-0.59999999999999787	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.1000000000000014	10.149999999999999	11.166666666666664	12.133333333333333	0	1.2387516380702077E-2	8.4761627001929182E-3	1.545957428160365E-2	2.9261639056667139E-2	3.2003430458923385E-2	4.0116740859214156E-2	4.8916054471650684E-2	6.5964405329461587E-2	B. 30°C Ypx, mg P/g cdw	-15.166666666666666	-14.15	-12.35	-11.2	-10.25	-9.2166666666666668	-8.0000000000000018	-7.1666666666666661	-6.3833333333333364	-3.9166666666666679	-2.2166666666666686	-1.4833333333333307	-0.59999999999999787	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.0833333333333321	10.149999999999999	0	1.0326156146131811E-2	1.393406237238623E-2	1.5201440502420376E-2	2.3873246801018447E-2	3.7059768578633842E-2	7.4092082198702836E-2	C. 33°C Ypx, mg P/g cdw	-9.9666666666666686	-8.966666666666665	-8.2833333333333314	-7.25	-6.8166666666666682	-6.3000000000000007	-5.8	-5.3000000000000007	-4.7999999999999989	-4.3166666666666682	-3.4166666666666679	-2.4666666666666668	-1.966666666666665	-1.2499999999999982	-0.61666666666666714	0	0.96666666666666501	2.0666666666666682	2.9999999999999982	4	5.0833333333333321	5.9666666666666668	0	1.9642208036621356E-3	3.9263027241646063E-3	6.620286183375455E-3	5.2603473178263332E-3	6.4028295206255302E-3	1.1581382550430785E-2	D. 37°C Ypx, mg P/g cdw	-10.066666666666666	-9.0666666666666664	-8.3833333333333329	-7.35	-6.9166666666666679	-6.45	-5.8999999999999995	-5.4	-4.8999999999999986	-4.4166666666666679	-3.5666666666666647	-2.5666666666666664	-2.0666666666666647	-1.3499999999999979	-0.71666666666666679	0	0.86666666666666536	1.9666666666666686	2.9333333333333318	3.9333333333333336	4.9833333333333325	5.8500000000000014	0	1.8341599593710344E-3	4.3390403097192543E-3	3.2903498242890282E-3	5.144310782223915E-3	5.1460767622251305E-3	7.3944825652320174E-3	Time after induction [h]

Biomass [g cdw/L]

Protein yield [mg/g cdw]


A. 28°C	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.1000000000000014	10.149999999999999	11.166666666666664	12.133333333333333	0	3.6672450521704767E-3	2.2273752945661811E-3	2.8623541863358297E-3	4.023538130181005E-3	5.7124654341706056E-3	8.6944446123799323E-3	1.3502840264905461E-2	2.4334101770379861E-2	B. 30°C	0	1.2833333333333314	3.0333333333333314	5.1499999999999986	7.1499999999999986	9.0833333333333321	10.149999999999999	0	4.3304309657941119E-3	1.3976956304589728E-3	3.0695748914615192E-4	6.342132874343656E-3	2.2600416549070013E-2	4.577347519452428E-2	C. 33°C	0	0.96666666666666501	2.0666666666666682	2.9999999999999982	4	5.0833333333333321	5.9666666666666668	1.5031480081414866E-4	2.4971804431075731E-3	1.9994730430723264E-3	4.2864134215580434E-4	3.0938215097482978E-4	3.3047148537156726E-3	9.2805099777101517E-3	D. 37°C	0	0.86666666666666536	1.9666666666666686	2.9333333333333318	3.9333333333333336	4.9833333333333325	5.8500000000000014	1.064472898135476E-3	1.7231792296720149E-3	1.4737085098842893E-3	7.2498718439083633E-4	7.6585933981337636E-4	1.6491017375217804E-3	2.9241574793284889E-3	Time after induction [h]

Specific production rate, qP [mg/ gcdw/h]
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