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Abstract 

Improvements in expression technology and cell culture processing accompanied by the increasing 

volume of bioreactors have resulted in harvests with a high antibody titre and have created the 

bottleneck in the downstream processes of monoclonal antibody therapeutics. Depth filtration 

alone or in combination with centrifugation and Protein A chromatography dominate the 

clarification and capture options respectively. The outcome of upstream improvement forced these 

two operations to face challenge with respect to capacity, robustness, cost as well as impurity 

clearance. The commonly known issues with depth filtration include limitations in handling higher 

solid contents, higher operating cost due to exorbitantly oversized filtration area and requirement 

of higher flushing. On the other hand, protein A chromatography faces issues including higher 

adsorbent cost, caustic incompatibility, low pH antibody stability and protein A ligand leaching. 

The work detailed in this thesis attempts to employ tools like empirical /mechanistic based models 

or alternate scouting approach to address some of the above mentioned issues. 

The first two chapters of this thesis include introduction to the topic and a detailed literature review 

respectively. The third chapter focuses on development and application of a novel ANN model 

based approach for predicting depth filter capacity with the help of an industrial case study and 

addressing concerns related to operating cost of depth filtration due to the significant oversizing 

of filter area that is practiced in the industry. The fourth chapter presents a comparison of different 

feed pretreatment alternatives, and their impact on process contaminant removal and filter sizing 

improvement for depth filtration. This chapter also compares key response parameters of different 

depth filtration based approaches used for clarification. The fifth chapter evaluates the 

performance of an Alternating Tangential Flow (ATF) operation. In this relatively new 

technology, inherent back flushing occurs and has been demonstrated to be superior to the 

traditional TFF operations (microfiltration/ultrafiltration) in handling fouling feeds like high cell 

density cell culture stream. The work mentioned in this chapter attempts to develop and compare 



vii 

 

mechanistic models for predicting fouling mechanism of ATF and TFF for the use of antibody cell 

culture clarification. The sixth chapter focuses on scouting of protein A adsorbent for antibody 

capture. In this chapter, fourteen commercially available protein A candidates have been compared 

using a Multi Criteria Decision Making (MCDM) tool for it’s ranking and selection. Finally, the 

seventh (last) chapter concludes the research work with detailing the future scope of research in 

this area. 

  



सार 

बायोरेक्टसस की बढ़ती हुई मात्रा के साथ अभिव्यक्क्त प्रौद्योगिकी और सेल ससं्कृतत प्रससं्करण में सधुार के कारण 

उच्च एंटीबॉडी टाइटे्र के साथ फसल हुई है और मोनोक्लोनल एंटीबॉडी गचककत्सीय के डाउनस्ट्रीम प्रोसेभसिं में बाधा 
उत्पन्न की है। िहराई तनस्पदंन अकेले या केन्रापसारक और प्रोटीन के साथ सयंोजन में एक क्रोमटैोग्राफी क्रमशः 
स्पष्टीकरण और कब्जा विकल्प पर हािी है। अपस्ट्रीम सधुार के पररणाम ने क्षमता, मजबतूी, लाित और अशदु्धता 
तनकासी के सबंधं में चुनौती का सामना करने के भलए इन दो आपरेशनों को चुनौती दी। िहराई से तनस्पदंन के साथ 

सामान्यतः ज्ञात मदु्दे में उच्च ठोस सामग्री को सिंालने में सीमाए ंशाभमल हैं, अत्यगधक पररचालन क्षेत्र के कारण उच्च 

पररचालन लाित और उच्च फ्लभशिं की आिश्यकता। दसूरी ओर, प्रोटीन ए क्रोमटैोग्राफी में उच्च adsorbent लाित, 

काक्स्टक असिंतत, कम पीएच एंटीबॉडी क्स्थरता और प्रोटीन ए भलिैंड लेचन सहहत मदु्दों का सामना करना पड़ता है। 
इस थीभसस में विस्ततृ काम, उपयुसक्त मदु्दों में से कुछ को सबंोगधत करने के भलए प्रजनन / यतं्रित आधाररत मॉडल या 
िकैक्ल्पक स्काउहटिं दृक्ष्टकोण जैसे उपकरणों को तनयोक्जत करने का प्रयास करता है। 

इस थीभसस के पहल ेदो अध्यायों में विषय के पररचय और क्रमशः विस्ततृ साहहत्य की समीक्षा शाभमल है। तीसरा 
अध्याय एक औद्योगिक मामल ेके अध्ययन की सहायता से िहराई से कफल्टर क्षमता की िविष्यिाणी के भलए एक 

उपन्यास एएनएन मॉडल आधाररत दृक्ष्टकोण के विकास और आिेदन पर ध्यान कें हरत करता है क्जसमें िहराई से 

छानने के पररचालन लाित से सबंगंधत गचतंाओ ंको सबंोगधत ककया जाता है, जो कक कफल्टर क्षेत्र के महत्िपणूस 
आगधकरण के कारण होता है। उद्योि। चौथा अध्याय विभिन्न फीड पिूस-उपचार विकल्पों की तलुना करता है, और 

प्रकक्रया सदंषूण हटान ेऔर िहराई से तनस्पदंन के भलए भसजाि के सधुार पर उनके प्रिाि को दशासता है। यह अध्याय 

स्पष्टीकरण के भलए उपयोि ककए जाने िाले विभिन्न िहराई से तनस्पदंन आधाररत तरीकों की महत्िपणूस प्रततकक्रया 
मानकों की तलुना करता है। पांचिें अध्याय एक ऑल्टरनेहटिं टैन्जभलिं फ्लो (एटीएफ) ऑपरेशन के प्रदशसन का 
मलू्यांकन करता है। अपेक्षाकृत नई तकनीक में, तनहहत परत तनस्तब्धता होती है और उच्च सेल घनत्ि सेल ससं्कृतत 

स्ट्रीम जैस ेदषूण फीड्स को सिंालने में पारंपररक टीएफएफ सचंालन (माइक्रोकफल्टरेशन / अल्ट्राकफल्टरेशन) से बेहतर 

प्रदशसन ककया िया है। इस अध्याय में िर्णसत कायस एंहटबॉडी सेल ससं्कृतत स्पष्टीकरण के उपयोि के भलए एटीएफ और 

टीएफएफ के दषूण ततं्र की िविष्यिाणी के भलए यतं्रित ्मॉडल विकभसत और तलुना करने का प्रयास करता है। छठे 

अध्याय एंटीबॉडी कैप्चर के भलए प्रोटीन एक एसोसोन्टस के स्काउहटिं पर कें हरत है। इस अध्याय में, चौदह व्यािसातयक 

रूप से उपलब्ध प्रोटीन एक उम्मीदिार की तलुना रैलींि और चयन के भलए एक बहु मानदंड तनणसय लेने (एमसीडीएम) 

उपकरण से की िई है। अतं में, सातिें (अतंतम) अध्याय इस क्षेत्र में अनसुधंान के िविष्य के दायरे का वििरण देने के 

साथ शोध कायस तनष्कषस तनकाला है। 
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Nomenclature 

 

Abbreviations 

 

Description 

ATF Alternating tangential Flow 

TFF Tangential flow filtration 

TMP Transmembrane pressure 

P1 Feed Pressure 

P2 Controller/Retentate Pressure 

P3 Permeate Pressure 

R Overall Membrane Resistance 

R Tangential flow rate to permeate flow rate ratio 

∆P Pressure drop 

Μ Viscosity of the fluid 

L Thickness of the membrane 

Q Volumetric flow rate 

𝐀𝐮 Unblocked and porous membrane area 

𝐫𝐩 Radius of membrane pore 

C Concentration of foulant 

𝐂𝟎 Initial concentration of the foulant 

𝐕𝟎 Initial harvest volume 

𝐕𝐏 Cumulative permeate volume 

𝛂 Complete pore blockage parameter 

𝐊𝐜𝐩𝐛 Complete pore blockage coefficient 

𝛂’ Intermediate pore blockage parameter 

𝐊𝐢𝐩𝐛 Intermediate pore blockage coefficient 

𝐑𝐜 Cake resistance 

𝐑𝐦 Membrane resistance 

A Area of the membrane 

𝐟′ fraction of cells contributing to cake growth 

𝐑′ specific cell layer resistance 

𝐊𝐜𝐟 cake formation coefficient  

𝛂𝐢𝐧 volume of foulant constricting pore s per unit mass of the potential 

foulant 

𝐊𝐩𝐜 pore constriction coefficient 

K Fouling coefficient 

N Generalized exponent 

LHS Left hand side of equation (33) 

CI Relative closeness to the ideal solution 

D Database matrix 

CI Relative closeness to the ideal solution 

D Database matrix 

I Rows of matrix A, R and W 

J Columns of matrix A, R and W 

M Number of adsorbents evaluated 

N Number of resin attributes 

P Weighted normalized matrix 

P+ Maximum column value in matrix P (positive benchmarking value) 

P- Minimum column value in matrix P (negative benchmarking value) 



xxi 

 

‘ProA 1’  - ‘ProA 14’ Protein A adsorbent identification 

R Non-dimensional matrix 

SI* Positive separation measure 

SI- Negative separation measure 

W Weight vector 

xi ith input of  ANN network input 

x’i Normalized value ith input of  ANN network input 

xmin Minimum value ith input of  ANN network input 

xmax Maximum value ith input of  ANN network input 

yi  ith value of  ANN network output 

f(yi) Sigmoidal transfer function 

yi,actual ith target output 

yi,predicted ith output of network 

y’ Average of the observed experimental output 

N Number of data points used for modelling 

K Normalized filter efficiency 

TP volume throughput (ml/ml), 

ή collection efficiency (%), 

Ci initial concentration of solids (mg/ml) 

Vf Volume of feed filtered (ml), 

Vm Volume of filter media (ml), 

Vsc Volume of solids captured (L) 

Vs Volume of solids in the feed (L) 
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