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Abstract 

Motivated by the rapid growth in the field of biotherapeutics due to the increase in the number 

of approved biological therapies in the market, including recombinant proteins and hormones, 

monoclonal antibodies (mAbs), cytokines, growth factors, gene therapy products, vaccines, and 

cell-based products, there is growing interest among some pharmaceutical companies and 

contract manufacturing organizations to shift from batch to continuous processing to improve 

productivity, reduce facility and consumables costs, cope with growing demands, and reduce 

manufacturing footprints. Development of process control strategies using fundamental and 

data driven approaches is critical for ensuring process stability over long continuous campaigns 

and consistently meeting quality targets. However, achieving robust continuous operation 

requires a high level of monitoring, control and automation to minimize human intervention 

and handle a wide range of product and process deviations.  Process analytical technology 

(PAT) is a key area of interest in the biopharmaceutical industry, involving rapid monitoring 

of critical process parameters (CPPs) and critical quality attributes (CQAs) using different types 

of sensors and modelling approaches to facilitate real-time process monitoring and control. The 

aim of this thesis is to develop PAT solutions for monitoring and control of continuous 

downstream unit operations for mAb production using mechanistic, spectroscopic, empirical, 

rule-based and data-driven models for improved efficiency, robustness, and automation.  

In this thesis, several PAT tools and control strategies were developed for downstream unit 

operations, including capture chromatography, viral inactivation, dead-end filtration, and 

ultrafiltration. Also, an end-to-end strategy for control of continuous processes using surge 

tanks for process stability and risk management was developed. The first operation in the 

downstream train is Protein A chromatography. Due to the valuable nature of the Protein A 

resin, loading up to the dynamic binding capacity is desired in each cycle to maximize resin 

utilization. Also, cycle times need to be fixed as the elution from the Protein A step must be 

continuously directed further downstream so that the following unit operations can run 

smoothly. A control system was designed to track the amount of mAb loaded onto the Protein 

A column using near infrared spectroscopy (NIRS) sensors, optimally utilize resin across 

multiple cycles and enable consistent and periodic elutions so that the downstream unit 

operations can run smoothly. The next operation in the continuous train is viral inactivation, 

where tight control of pH is essential, as pH fluctuations above 3.5 can result in incomplete 

viral inactivation, while fluctuations below 3.5 can lead to significant aggregate formation. 

Thus, a strategy was developed for in-line pH adjustment post-capture chromatography and 
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prior to viral inactivation. A model-based controller was developed to accurately predict the 

pH profile throughout the elution and automatically deliver the correct amount of acid required 

at each time point to maintain the pH consistently at 3.5 ± 0.2.  

At many points in the continuous process, dead-end filtration is required to for primary and 

secondary clarification as well as in-process sterile filtration. Dead end filtration is 

conventionally done in batch mode and requires filter pre-sizing using extensive scouting 

studies, along with filter over-sizing before deployment to handle potential variability. 

However, continuous manufacturing processes require consistent use of dead-end filtration 

over weeks or months, with potential unpredictable variations in feed stream attributes. Thus, 

a dead-end filtration skid was designed for continuous depth filtration, incorporating multiple 

small-sized filters along with turbidity and pressure sensors with immediate switching to a fresh 

filter whenever turbidity or pressure breakthrough above a pre-determined cut-off is detected 

in real time. Finally, in the final stage of the process, ultrafiltration (UF) is used to concentrate 

the mAb up to the desired final concentration for administration to the patient. There are several 

challenges that must be overcome before a robust continuous  UF operation can be integrated 

into a continuous mAb processing train, including flux decline due to concentration 

polarization and membrane fouling, and scheduling of UF steps with preceding 

chromatography elutions, A strategy was developed that utilizes NIRS sensors, and control 

pumps and valves to achieve stable continuous UF-DF operation. 

Finally, an end-to-end process integration and control strategy was proposed for the continuous 

train using surge tanks. Surge tanks are critical but often overlooked enablers of continuous 

bioprocessing. They provide multiple benefits including dampening of concentration gradients 

and allowing process resumption efforts in case of equipment failure or unexpected deviations, 

which can occur during a continuous campaign of weeks or months. They are also useful in 

enabling steady-state operation across a continuous train by facilitating mass balance between 

unit operations such as chromatography which have periodic loading and elution cycles. 

However, many researches in the field of continuous bioprocessing are of the opinion that surge 

tanks should only be introduced when absolutely necessary. There are undeniably downsides 

of surge tanks, including capital costs, increased product residence time, decreased productivity 

due to added hold time, and operational complexities due to the introduction of level sensors, 

weighing balances or cooling jackets. Therefore, an ideal strategy should avoid the placement 

of unnecessary tanks but also encourage their placement where they can provide critical 

advantages such as dampening of concentration gradients prior to feed-sensitive unit 

operations, or flexibility of flow-rate or scheduling for improved CQA control. The present 
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work developed a general set of guidelines for surge tank placement and demonstrated surge 

tank-based control for a continuous mAb production train with several deviations in process 

parameters and feed attributes.  
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सार 

 

बायोप्रोसेससिंग और बायोथेरेप्यूसिक्स के क्षेत्र में तकनीकी प्रगसत से प्रेररत, फामाास्युसिकल किं पसनयािं और अनुबिंध सनमााण सिंगठन उत्पादकता में सुधार, 

सुसिधा और उपभोग्य सामसियों की लागत को कम करन,े बढ़ती मािंगों का सामना करन ेऔर सिसनमााण पदसिह्न को कम करन ेके सलए बैि से सनरिंतर 

प्रसिंस्करण में स्थानािंतररत हो रहे हैं। सनरिंतर सिंिालन में अपस्रीम िाइरे सिसिधताओिं को सिंभालने, उत्पाद की गुणित्ता सिसनदेशों को पूरा करन ेऔर 

सस्थर सस्थसत में लगातार आिश्यक उत्पाद का उत्पादन करन ेकी क्षमता ह।ै लिंबे सनरिंतर असभयानों में प्रसिया सस्थरता सुसनसित करन ेऔर गुणित्ता 

लक्ष्यों को लगातार पूरा करन ेके सलए मौसलक और डेिा सिंिासलत दृसिकोणों का उपयोग करते हुए प्रसिया सनयिंत्रण रणनीसतयों का सिकास महत्िपूणा 

ह।ै हालािंसक, मजबूत सनरिंतर सिंिालन को प्राप्त करन ेके सलए मानि हस्तक्षेप को कम करन ेऔर उत्पाद और प्रसिया सििलन की एक सिस्ततृ श्ृिंखला 

को सिंभालने के सलए उच्ि स्तर की सनगरानी, सनयिंत्रण और स्ििालन की आिश्यकता होती ह।ै प्रसिया सिशे्लषणात्मक प्रौद्योसगकी (पीएिी) 

बायोफमाासससिकल उद्योग में रुसि का एक प्रमखु क्षेत्र ह,ै सजसमें िास्तसिक समय प्रसिया सनगरानी और सनयिंत्रण की सुसिधा के सलए उपन्यास सेंसर 

और मॉडसलिंग दृसिकोण का उपयोग करके महत्िपूणा प्रसिया पैरामीिर (सीपीपी) और महत्िपूणा गुणित्ता सिशेषताओिं (सीक्यूए) की तेजी से सनगरानी 

शासमल ह।ै इस थीससस का उद्देश्य बेहतर दक्षता, मजबूती और स्ििालन के सलए मैकेसनसस्िक, स्पेक्रोस्कोसपक, अनुभिजन्य, सनयम-आधाररत और 

डेिा-सिंिासलत मॉडल का उपयोग करके एमएबी उत्पादन के सलए सनरिंतर डाउनस्रीम यूसनि सिंिालन की सनगरानी और सनयिंत्रण के सलए पीएिी 

समाधान सिकससत करना ह।ै 

पहला काम प्रोिीन में कॉलम लोसडिंग के सनयिंत्रण के सलए एक पीएिी रणनीसत सिकससत करना ह ै सनरिंतर िोमैिोिाफी के सनयिंत्रण के सलए एक 

िोमैिोिाफी दृसिकोण में मखु्य रूप से कई िोमैिोिाफी िरणों (लोसडिंग, िॉश, रेफरेंस, क्लीसनिंग और इसक्िसलबे्रशन) का उसित शेड्यूसलिंग शासमल 

ह,ै सजसमें सनरिंतर सेिअप का लाभ उठाया जाता ह।ै समानािंतर में काम करने िाल ेकई कॉलम, इनलेि, आउिलेि और िाल्ि। कई सनरिंतर िोमैिोिाफी 

प्रणासलयों का प्रदशान और व्यािसायीकरण सकया गया ह,ै जैसे सक ताल बायोएसएमबी (पाल लाइफ साइिंसेज, यूएसए), एक्िा पीसीसी ७५(जीई 

लाइफ साइिंसेज, स्िीडन), बायोएससी लैब (नोिासेप इिंक, फ्ािंस), और मल्िीकॉलम काउिंिरकुरेंि सॉल्िेंि िेसडएिंि शसुिकरण (एमसीएसजीपी) 

कॉन्िीिोम प्रणाली (िोमाकॉन एजी, सस्िि़्रलैंड)। सनरिंतर प्रोिीन ए िोमैिोिाफी के सलए एक सनयिंत्रण प्रणाली स्थासपत करने में दो प्रसतस्पधी 

िनुौसतयािं हैं। सबस ेपहल,े प्रोिीन ए राल की मलू्यिान प्रकृसत के कारण, गसतशील बाध्यकारी क्षमता तक लोड करना प्रत्येक िि में राल उपयोग 

को असधकतम करन ेके सलए िािंसित है। लोड िाइरे पर गसतशील बाध्यकारी क्षमता की महत्िपूणा सनभारता के कारण जसिलता उत्पन्न होती ह,ै जो 

एक सिड़काि प्रसिया के दौरान, साथ ही कॉलम सनिास समय और कॉलम ििों की सिंख्या में काफी सभन्न हो सकती ह।ै दसूरे, िि के समय को 

प्रोिीन से रेफरेंस के रूप में तय करन ेकी आिश्यकता है एक कदम को लगातार नीि ेकी ओर सनदेसशत सकया जाना िासहए तासक सनम्नसलसखत इकाई 

सिंिालन सुिारू रूप से िल सकें । एक सनयिंत्रण प्रणाली को कई ििों में राल का बेहतर उपयोग करन ेके सलए सड़ाइन सकया गया ह,ै प्राथसमक लोड 

कॉलम सफलता के बहुत कम स्तर पर सेकें ड-पास लोसडिंग शरुू करके उत्पाद को बिाएिं, और लगातार और आिसधक क्षालन सक्षम करें तासक 

डाउनस्रीम इकाई सिंिालन सुिारू रूप से िल सके। 

अगला काम इन-लाइन पीएि समायोजन पोस्ि-कैप्िर िोमैिोिाफी के सनयिंत्रण के सलए और िायरल सनसरियता से पहल ेएक पीएिी रणनीसत 

सिकससत करना ह।ै प्रसिया में इस सबिंदु पर, पीएि का कड़ा सनयिंत्रण आिश्यक ह,ै क्योंसक ३.५ से ऊपर पीएि के उतार-िढ़ाि के पररणामस्िरूप 

अपूणा िायरल सनसरियता हो सकती है, जबसक ३.५ से नीिे के उतार-िढ़ाि से महत्िपूणा समि गठन हो सकता है। िूिंसक िोमैिोिाफी इल्यूशन 
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प्रकृसत में आिसधक होते हैं और लगातार बदलती एकािता, नमक या पीएि िेसडएिंि्स के साथ िोसियों के रूप में आते हैं, सजा िैंक इन िेसडएिंि्स 

को कम करन ेऔर बाद के यूसनि ऑपरेशन द्वारा सामिी के सुिारू सित्रण की अनुमसत देने में उपयोगी होते हैं। हालािंसक, सनरिंतर प्रसिंस्करण में िायरल 

सनसरियता से पहल ेसजा िैंक ससहत प्रसिया जसिलताओिं की ओर जाता ह ैक्योंसक एमएबी सामिी की प्रत्येक इकाई मात्रा के सलए उसित िायरल 

सनकासी सुसनसित करन ेके सलए कम पीएि होसल्डिंग समय की समान मात्रा से गुजरना महत्िपूणा ह।ै सजा िैंक पूिंजीगत लागत में िसृि के साथ-साथ 

सफाई, तापमान सनयिंत्रण, नसबिंदी, सत्यापन और स्केल-अप की जसिलताओिं को भी पेश करत ेहैं। इस काम का उद्देश्य सजा िैंक को खत्म करन ेऔर 

इन-लाइन पीएि समायोजन पोस्ि-कैप्िर िोमैिोिाफी और िायरल सनसरियता से पहल ेकरन ेकी सिंभािना का पता लगाना ह।ै िास्तसिक समय में 

पीएि सनयिंत्रण के सलए एक गसतशील सनयिंत्रण रणनीसत की आिश्यकता होती ह।ै इसके सबना, ऐसी सस्थसत होने की सिंभािना ह ैजहािं प्रसिया सामिी 

या तो िायरस सनसरियता के सलए आिश्यक कम पीएि प्राप्त नहीं करती है या पीएि लक्ष्य से कई पीएि सबिंदओु िं को बदलता ह,ै सजससे समि गठन 

की प्रिसृत्त बढ़ जाती ह।ै इन िनुौसतयों को दरू करन ेके सलए िायरल सनसरियता से पहल ेइन-लाइन पीएि सनयिंत्रण के सलए एक गसतशील समाधान 

प्रस्तासित ह।ै मॉडल सिीक रूप से पूरे रेफरेंस में पीएि प्रोफाइल की भसिरयिाणी करता ह,ै साथ ही पीएि को लगातार ३.५ ± ०.२ पर बनाए रखन े

के सलए प्रत्येक समय सबिंद ुपर आिश्यक एससड की प्रिाह दर की गणना करता ह।ै सनयिंत्रण रणनीसत को सनरिंतर प्रसिया में बफ़सा, कॉलम, पररिालन 

सस्थसतयों और प्रसिया सििलन की एक श्ृिंखला के सलए मान्य और परीक्षण सकया जाता ह।ै 

अगला काम डेड-एिंड सफल्रेशन को बदलने का तरीका सिकससत करना था, प्राथसमक और माध्यसमक स्पिीकरण के साथ-साथ इन-प्रोसेस स्िेराइल 

सनस्पिंदन के सलए इस्तेमाल सकया जाने िाला एक महत्िपूणा यूसनि ऑपरेशन, सनरिंतर मोड में। डेड एिंड सफल्रेशन पारिंपररक रूप से बैि मोड में सकया 

जाता ह ैऔर सिंभासित पररितानशीलता को सिंभालने के सलए तैनाती से पहल ेसफल्िर ओिर-साइस़िंग के साथ-साथ व्यापक स्काउसििंग अध्ययनों का 

उपयोग करके सफ़ल्िर प्री-साइस़िंग की आिश्यकता होती ह।ै हालािंसक, सनरिंतर सनमााण प्रसियाओिं के सलए हफ्तों या महीनों में डेड-एिंड सफल्रेशन के 

लगातार उपयोग की आिश्यकता होती ह,ै सजसमें फीड स्रीम सिशेषताओिं में सिंभासित अप्रत्यासशत बदलाि होते हैं। यह एक अनसुलझी िनुौती ह,ै 

सिशेष रूप से यसद सफ़ल्िररिंग को सनरिंतर तरीके से सबना सकसी रुकािि के मैन्युअल हस्तक्षेप के सलए िािंसित सकया जाता ह।ै एक डेड-एिंड सनस्पिंदन 

सस्कड को सनरिंतर गहराई सनस्पिंदन के सलए सड़ाइन सकया गया ह,ै सजसमें िसबासडिी और प्रेशर सेंसर के साथ कई िोिे आकार के सफल्िर शासमल हैं, 

जब भी िास्तसिक समय में पूिा-सनधााररत कि-ऑफ के ऊपर मैलापन या दबाि की सफलता का पता िलता ह,ै तो तुरिंत एक नए सफल्िर पर सस्िि 

सकया जाता ह।ै . प्रस्तासित सस्कड को न्यूनतम पूिा स्काउसििंग अध्ययन या स्केल-अप के सलए आकार की गणना के साथ सकसी भी डेड-एिंड सनस्पिंदन 

एसप्लकेशन के सलए सीधे लागू सकया जा सकता ह।ै यह सनरिंतर प्रसिंस्करण रेनों के सलए एक उपयोगी समाधान ह ैजहािं फ़ीड की प्रकृसत, जैस ेसक 

इसकी मैलापन या एिसीपी सामिी, लिंबे समय तक िलन ेिाले असभयानों में बदल सकती ह,ै जो सपिले आकार की गणना को गलत बनाती ह।ै 

सस्कड १.५-२बार के साइस़िंग सुरक्षा कारक को समाप्त करके महत्िपूणा लागत बित की भी अनुमसत देता ह।ै सजसे आम तौर पर सिसनमााण पैमाने पर 

सफल्िर पररसनयोजन से पहले जोड़ा जाता ह।ै 

अगला काम इन्फ्ारेड स्पेक्रोस्कोपी के पास इन-लाइन का उपयोग करके एसपीिीएफएफ में ररिेंिेि एकािता के सनयिंत्रण के सलए एक पीएिी रणनीसत 

सिकससत करना ह।ै एक सतत एमएबी प्रोसेससिंग रेन में एक मजबूत सनरिंतर यूएफ-डीएफ ऑपरेशन को एकीकृत करन ेसे पहल ेकई िनुौसतयािं हैं सजन्हें 

दरू सकया जाना िासहए। सबस ेपहले, यूएफ सझल्ली के माध्यम से प्रिाह समय के साथ प्रसतिती प्रसियाओिं जैसे एकािता ध्रिुीकरण और प्रोिीन जेल 

परत के गठन के साथ-साथ अपररितानीय सझल्ली दषूण के कारण कम हो जाता ह।ै इस प्रकार, अनुमेय प्रिाह में कमी के कारण समय के साथ 

प्रसतशोधी धारा में समयाब की सािंद्रता कम हो जाती ह।ै दसूरी िनुौती में सनरिंतर रेन में अन्य यूसनि सिंिालन के साथ सिंयोजन में एसपीिीएफएफ िरण 
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की प्रसिया समयबिन शासमल ह।ै उदाहरण के सलए, पॉसलसशिंग िोमैिोिाफी आम तौर पर एमएबी प्रोसेससिंग प्लेिफॉमा में यूएफ-डीएफ से पहल ेयूसनि 

ऑपरेशन होता ह।ै इससलए, यह सुसनसित करन ेके सलए सक एसपीिीएफएफ मॉड्यूल सूखा नहीं िलता ह ैऔर एसपीिीएफएफ फ़ीड स्रीम में कोई 

सािंद्रता िेसडएिंि नहीं हैं, यह सुसनसित करने के सलए एक मध्यिती सजा िैंक के माध्यम से एसपीिीएफएफ मॉड्यूल के सलए आिसधक क्षालन से समलान 

करन ेके सलए शेड्यूसलिंग आिश्यक ह।ै तीसरी िनुौती हफ्तों या महीनों तक सबना रुके लगातार असभयान िलाने की सिंभासित जसिलताओिं से उत्पन्न 

होती ह।ै अप्रत्यासशत सििलन को सिंभालने के सलए मजबूत तरीके होन ेिासहए। एक रणनीसत सफलतापूिाक सिकससत की गई थी जो सस्थर सनरिंतर 

यूएफ-डीएफ सिंिालन को प्राप्त करन ेके सलए प्रसिया समझ, उन्नत सनगरानी सेंसर और एकीकृत सनयिंत्रण रणनीसतयों का उपयोग करती ह।ै 

अिंत में, सजा िैंकों का उपयोग करके सनरिंतर रेन के सलए एक एिंड-िू-एिंड प्रसिया एकीकरण और सनयिंत्रण रणनीसत का प्रस्ताि सकया गया था। सजा िैंक 

महत्िपूणा हैं लेसकन सनरिंतर बायोप्रोसेससिंग के अक्सर अनदेखी की जाती हैं। िे कई लाभ प्रदान करते हैं सजसमें एकािता िेसडएिंि्स को कम करना और 

उपकरण सिफलता या अप्रत्यासशत सििलन के मामल ेमें प्रसिया को सफर से शुरू करन ेके प्रयासों की अनुमसत देना शासमल ह,ै जो हफ्तों या महीनों 

के सनरिंतर असभयान के दौरान हो सकता ह।ै िे यूसनि सिंिालन जैस ेिोमैिोिाफी के बीि बडे़ पैमाने पर सिंतुलन को सुसिधाजनक बनाकर एक सतत 

रेन में सस्थर-राज्य सिंिालन को सक्षम करने में भी उपयोगी होते हैं, सजसमें आिसधक लोसडिंग और रेफरेंस िि होते हैं। हालािंसक, सनरिंतर बायोप्रोसेससिंग 

के क्षेत्र में कई शोधों की राय ह ैसक सजा िैंक केिल तभी शरुू सकए जाने िासहए जब सबल्कुल आिश्यक हो। पूिंजीगत लागत, उत्पाद सनिास समय 

में िसृि, असतररक्त होल्ड समय के कारण उत्पादकता में कमी, और स्तर सेंसर, िजन सिंतुलन या कूसलिंग जैकेि की शरुूआत के कारण पररिालन 

जसिलताओिं ससहत उिाल िैंक के सनसिािाद रूप से डाउनसाइड्स हैं। इससलए, एक आदशा रणनीसत को अनािश्यक िैंकों की सनयुसक्त से बिना िासहए, 

लेसकन उनके प्लेसमेंि को भी प्रोत्सासहत करना िासहए जहािं िे महत्िपूणा लाभ प्रदान कर सकते हैं जैसे सक फ़ीड-सिंिेदनशील इकाई सिंिालन से पहल े

एकािता ढालों को कम करना, या प्रिाह-दर की लिीलापन या बेहतर सीक्यूए सनयिंत्रण के सलए शेड्यूसलिंग। ितामान काया ने सजा िैंक प्लेसमेंि के 

सलए सदशासनदेशों का एक सामान्य सेि सिकससत सकया और प्रसिया मापदिंडों और फ़ीड सिशेषताओिं में कई सििलन के साथ एक सतत एमएबी 

उत्पादन रेन के सलए सजा िैंक-आधाररत सनयिंत्रण का प्रदशान सकया।
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