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Abstract 

 

 Ultrafiltration is the important unit operation in protein purification in 

biopharmaceutical industries. Most of the ultrafiltration experiments in lab scale are performed 

in stirred cell (SC) module because of its simpler design and uniform hydrodynamics. 

However, large scale works are performed in cross flow (CF) system. Hence, comparison of 

performance between these modules will help in scale up and scale down studies of 

ultrafiltration. In this study, fractionation of binary protein mixtures were performed in SC and 

CF systems. A basic condition of constant shear stress near membrane surface was maintained 

in SC and CF system for first time to carry out comparison study of protein fractionation. 

 Mathematical correlation for shear stress near membrane surface was developed for SC 

and CF ultrafiltration system. Radial inward flow (secondary liquid flow) near membrane 

surface was taken into account, apart from circular liquid flow (primary flow) for evaluating 

membrane shear stress in SC module. In case of CF flat sheet system, membrane shear was 

calculated by assuming liquid dynamics in CF as flow through parallel plates. 

Two sets of protein mixture were chosen to compare fractionation in SC and CF 

systems. Ovalbumin (45 kDa, pI-4.5) and lysozyme (14.5 kDa, pI-11.4) mixture was used to 

study size based fractionation in 30 kDa polyethersulfone membrane (PES30). In second set of 

binary mixture, haemoglobin (65 kDa, pI-6.8) and ovalbumin of similar sized proteins was 

separated based on charge difference using 100 kDa polyethersulfone membrane (PES100). 

Purity, selectivity, transmission, flux and fouling were studied for broad range of 

hydrodynamic and physico-chemical parameters in both UF modules. Protein adsorption on 

membrane surface was also studied using atomic force microscopy (AFM). 

Protein fractionation was studied at different hydrodynamic parameters of TMP (30, 

60, 90 & 120 kPa) and membrane shear stress (0.215, 0.61, 1.715 & 3.15 Pa) in SC and CF 



 
 

vi 
 

system. In size based fractionation, best separation of lysozyme (purity > 98%) was found at 

TMP of 30 kPa and membrane shear of 1.715 Pa for both UF system. Purity was less sensitive 

to TMP and shear condition studied. Lysozyme transmission was greater than 90 % with 

recovery of ~70%. At all operating condition, protein separation in SC was successfully 

reproduced in CF system under constant membrane shear condition. In case of charge based 

separation, membrane fouling had significant impact on purity and transmission of protein. 

Almost similar purity of haemoglobin (~60 %) was obtained at TMP of 30 kPa and 0.215 Pa 

shear condition in both systems. The best separation was found at low TMP and shear condition 

for both modes of protein fractionation.  

The physico-chemical condition such as pH and ionic strength had little effect on purity 

for size based protein separation. Lysozyme transmission varied distinctly with pH and ionic 

strength of feed in both UF systems. Highest purity of lysozyme >95% was obtained with 

recovery of 65%. On other hand, pH and ionic strength had significant effect on protein 

selectivity in charge based protein separation. Selectivity of protein could be reversed by 

changing pH of feed solution. SC had better selectivity than CF due to secondary sieving of 

protein adsorbed membrane. High purity (Hb - 88% & Ova - 83%) and high recovery (~ 70%) 

was obtained at low ionic strength in SC module.  

Flux decline with time during protein fractionation was studied for different 

hydrodynamic and physico-chemical condition in SC and CF module. High shear and low TMP 

is the best condition to keep minimum flux decline in both UF modules. Flux decline was 

higher in charge based fractionation compared to size based fractionation. SC pronounced more 

flux decline than CF under constant shear condition due to inherent difference in flow 

dynamics. Ionic strength and pH of feed solution had significant effect on flux decline. High 

flux decline was found at higher ionic strength and isoelectric point of protein due to absence 

of electrostatic interaction. Location based protein adsorption on SC membrane was studied 
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using AFM surface analysis. The high average surface roughness (Ra) at central region of 

circular membrane confirms high protein adsorption on membrane due to secondary radial 

inward flow.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



सार 

 

बायोफर्ाासिसिकल उद्योगोों र्ें प्रोिीन शुद्धि र्ें अल्ट्र ासफले्ट्शन र्हत्वपूर्ा इकाई िोंचालन है। लैब से्कल के 

असिकाोंश अल्ट्र ासफल्ट्रेशन प्रयोगोों को िरल सिजाइन और वर्दी हाइिर ोिायनासर्क्स की वजह िे िोंभ्रसर्त 

िेल (एििी) र्ॉडू्यल र्ें सकया जाता है। हालाोंसक, बडे पैर्ाने पर क्रॉि प्रवाह (िीएफ) सिस्टर् र्ें प्रर्दशान 

सकया जाता है इिसलए, इन र्ॉडू्यल के बीच प्रर्दशान की तुलना पैर्ाने पर बढ़ने और अल्ट्र ासफल्ट्रेशन के 

अध्ययन को कर् करने र्ें र्र्दर्द करेगी। इि अध्ययन र्ें, सिआिारी प्रोिीन सर्श्रर् का सवभाजन एििी और 

िीएफ़ सिस्टर् र्ें सकया गया था। सिल्ली ितह के पाि लगातार कतरनी तनाव की एक बुसनयार्दी द्धथथसत 

अनुिूसचत जासत और िीएफ प्रर्ाली र्ें पहली बार प्रोिीन सवभाजन की तुलना अध्ययन करने के सलए बनाए 

रखा गया था। 

सिल्ली ितह के पाि कतरनी तनाव के सलए गसर्तीय िोंबोंि एििी और िीएफ अल्ट्र ासफल्ट्रेशन सिस्टर् के 

सलए सवकसित सकए गए थे। एििी र्ॉडू्यल र्ें सिल्ली कतरनी तनाव के रू्ल्ाोंकन के सलए पररपत्र तरल प्रवाह 

(प्राथसर्क प्रवाह) के अलावा सिल्ली ितह के पाि रेसियल आवक प्रवाह (र्ाध्यसर्क तरल प्रवाह) को ध्यान 

र्ें रखा गया। िीएफ फै्लि शीि सिस्टर् के र्ार्ले र्ें, सिल्ली कतरनी िीएफ र्ें तरल गसतशीलता को िर्ाोंतर 

पे्लिोों के र्ाध्यर् िे प्रवाह के रूप र्ें र्ानते हुए गर्ना की गई थी। 

प्रोिीन सर्श्रर् के र्दो िेि को एििी और िीएफ़ सिस्टर् र्ें सवभाजन की तुलना करने के सलए चुना गया था। 

ओवलसबसर्न (45 केिीए, पीआई -4.0) और लाइिोसिर् (14.5 केिीए, पीआई -11.4) सर्श्रर् का उपयोग 30 

केिीए पॉलीएिरिफोफ्रोन सिल्ली (पीईएि 30) र्ें आकार आिाररत अोंश का अध्ययन करने के सलए सकया 

गया था। सिआिारी सर्श्रर् के रू्दिरे िेि र्ें, हीर्ोग्लोसबन (65 केिीए, पीआई-6.8) और िर्ान आकार के 

प्रोिीन के ओवलसबन को 100 केिीए पॉलीएिरिफॉल्फ सिल्ली (पीईएि 100) के उपयोग िे चाजा अोंतर के 

आिार पर अलग सकया गया था। यूएफ र्ॉडू्यल र्दोनोों र्ें हाइिर ोिायनासर्क और भौसतक-रािायसनक र्ापर्दोंिोों 

की व्यापक शे्रर्ी के सलए पसवत्रता, चयनात्मकता, िोंचरर्, प्रवाह और गोंर्दगी का अध्ययन सकया गया था। 

सिल्ली ितह पर प्रोिीन िोखना भी परर्ारु् बल र्ाइक्रोस्कोपी (एएफएर्) का उपयोग करके अध्ययन सकया 

गया था। 

प्रोिीन अोंशाोंकन एििी और िीएफ सिस्टर् र्ें िीएर्पी (30, 60, 90 और 120 केपीए) और सिल्ली कतरनी 

तनाव (0.215, 0.61, 1.715 और 3.15 पा) के सवसभन्न हाइिर ोिायनासर्क र्ापर्दोंिोों र्ें अध्ययन सकया गया था। 

आकार आिाररत सवभाजन र्ें, लाइिोसिर् (शुिता> 98%) का िबिे अच्छा सवभाजन िीपीएर् र्ें 30 केपीए 

और यूएफ सिस्टर् र्दोनोों के सलए 1.715 पी के सिल्ली कतरनी र्ें सर्ला था। शुिता िीएर्पी और कतरनी की 

द्धथथसत का अध्ययन करने के सलए कर् िोंवेर्दनशील थी। लाइिोसिर् िर ाोंिसर्शन ~ 70% की विूली के िाथ 

90% िे असिक था िभी ऑपरेसिोंग हालत र्ें, अनुिूसचत जासत र्ें प्रोिीन जुर्दाई को लगातार सिल्ली कतरनी 

की द्धथथसत के तहत िीएफ़ सिस्टर् र्ें िफलतापूवाक पुन: पेश सकया गया था। प्रभारी आिाररत पृथक्करर् के 

र्ार्ले र्ें, सिल्ली फोसगोंग का शुिता और प्रोिीन के िोंचरर् पर र्हत्वपूर्ा प्रभाव पडा। हीर्ोग्लोसबन (~ 60%) 

की लगभग िर्ान शुिता र्दोनोों प्रर्ासलयोों र्ें 30 केपीए और 0.215 पा कतरनी की द्धथथसत के िीएर्पी र्ें प्राप्त 

की गई थी। िबिे अच्छा सवभाजन प्रोिीन सवभाजन के र्दोनोों तरीकोों के सलए कर् िीएर्पी और कतरनी हालत 

र्ें पाया गया था। 



भौसतक-रािायसनक द्धथथसत जैिे पीएच और आयसनक ताकत का आकार आिाररत प्रोिीन जुर्दाई के सलए 

शुिता पर बहुत कर् प्रभाव था। लू्िोसिर् िर ाोंिसर्शन, पीएच और ईओसनक शद्धि र्दोनोों यूएफ सिस्टर् र्ें 

फ़ीि के िाथ स्पष्ट रूप िे सभन्न है। लाइिोसिर् की उच्चतर् शुिता> 95% 65% की विूली के िाथ प्राप्त 

की गई थी रू्दिरी ओर, पीएच और ईओर् शद्धि का प्रभार आिाररत प्रोिीन जुर्दाई र्ें प्रोिीन चुसनोंर्दा पर 

र्हत्वपूर्ा प्रभाव था। फ़ीि िर्ािान के पीएच को बर्दलकर प्रोिीन की चुनौती को उलि सकया जा िकता है। 

प्रोिीन adsorbed सिल्ली के र्ाध्यसर्क sieving के कारर् अनुिूसचत जासत CF िे बेहतर चयन था। उच्च 

शुिता (एचबी - 88% और ओवा - 83%) और उच्च विूली (~ 70%) एििी र्ॉडू्यल र्ें कर् ईओर् शद्धि 

पर प्राप्त की गई थी। 

प्रोिीन सवभाजन के र्दौरान िर्य के िाथ फ्लक्स सगरावि एििी और िीएफ़ र्ॉडू्यल र्ें सवसभन्न 

हाइिर ोिायनासर्क और भौसतक-रािायसनक अवथथा के सलए अध्ययन सकया गया था। उच्च कतरनी और कर् 

िीएर्पी यूएफ र्ॉडू्यल र्दोनोों र्ें नू्यनतर् प्रवाह र्ें सगरावि रखने की िबिे अच्छी द्धथथसत है। आकार आिाररत 

सवभाजन की तुलना र्ें प्रभारी आिाररत सवभाजन र्ें फ्लक्स सगरावि असिक थी। अनुिूसचत जासत प्रवाह 

गसतशीलता र्ें अोंतसनासहत अोंतर के कारर् लगातार कतरनी हालत के तहत िीएफ़ के रु्काबले असिक प्रवाह 

र्ें सगरावि की घोषर्ा की। आयन की ताकत और फ़ीि िर्ािान का पीएच प्रवाह र्ें सगरावि पर र्हत्वपूर्ा 

प्रभाव पडा। इलेक्ट्र ोसै्टसिक इोंिरैक्शन की अनुपद्धथथसत के कारर् उच्च प्रवाह की कर्ी प्रोिीन की ऊपरी 

आयसनक शद्धि और आइिोइलेद्धक्ट्रक सबोंरु्द पर पाया गया था। एििी सिल्ली पर थथान आिाररत प्रोिीन 

िोखना एएफएर् ितह सवशे्लषर् के र्ाध्यर् िे अध्ययन सकया गया था। पररपत्र सिल्ली के कें द्रीय के्षत्र र्ें उच्च 

औित ितह खुरर्दरापन (रा) र्ाध्यसर्क रेसियल आवक प्रवाह के कारर् सिल्ली पर उच्च प्रोिीन िोखना की 

पुसष्ट करता है। 
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