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发酵工程目的：获得高产量

生物分离工程目的：高收率、高纯度、低成本

柠檬酸
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选用教材
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• 第一章绪论；

• 第二章细胞分离与破碎；

• 第三章初级分离

• 第四章膜分离

• 第五章萃取

• 第六章吸附分离技术和原理

• 第七章液相色谱

• 第八章亲和色谱

• 第九章电泳和电色谱

• 第十章蛋白质复性

课程内容
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考核及成绩评定考核及成绩评定

（1）平时成绩占30%，包括：考勤、课堂表现

、报告、网上作业、课程论文等。

（2）考试成绩占70%，闭卷考试。
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为什么要学习生物分离工程？

在整个生物技术中占据怎样的位置？

生物分离工程包括哪些分离手段？
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1.1 生物技术下游加工过程的重要性

生物加工过程——生物产品的生产过程

第一章 绪论

Ø传统的 (常规的)生物技术产品

如用发酵生产的有机溶剂、氨基酸、有机酸、抗生素

Ø现代生物技术产品

如用重组DNA技术生产的医疗性多肽和蛋白质

优良生物物种的选育、基因工程、细胞工程、生物反

应过程、产物分离纯化过程（下游生物加工过程）
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下游加工过程：目标产物的分离纯化。

包括目标产物的提取、浓缩、纯化及成品化等

n下游加工过程：即生产粗原料的过程及其之后的

目标产物的分离纯化过程。
√

生物产物特殊性、复杂性和对其要求严格

分离过程成分占整个生产过程成本的大部分
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传统发酵工业中下游部分的费用占整个工

厂投资费用的60％；

大多数工业酶的分离过程成本约占生产过程

的70%；

重组DNA生产蛋白质等基因工程产品，下

游加工的费用可占整个生产费用的80％－90％。

因此，分离过程的好坏决定生物加工过程的成败！
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(1)发酵液或培养液是产物浓度很低的水溶液

1.2   生物分离过程的特点

如青霉素仅为4.2%，庆大霉素为0.2%，而动物细
胞培养液中的产物含量在5~50µg/ml之间。

(2)培养液是多组分的混合物

(3)生化产物的稳定性差——易引起产物失活

(4)对最终产品的质量要求很高

目标物含量很低，除目标物还是杂质？？
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1.3 生物分离过程的一般流程

（4）成品加工

4个阶段：

（1）培养液的预处

理和固液分离

（2）初步纯化

（3）高度纯化与精制
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生物分离的本质是有效识别混合物中不同种溶

质间物理、化学和生物学性质的差别，利用能够

识别这些差别的分离介质和能够扩大这些差别的

分离设备，实现各种物质的分离，或使被分离的

目的产物得以纯化。

1.4 生物分离技术和原理
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性质不同的物质在分离过程中，具有不同的传质
速率或平衡状态，从而可实现彼此的分离。
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p 力学性质

溶质的密度、尺寸、大小和形状。利用这些力学性

质的不同可进行颗粒（如细胞）的重力沉降，分子

或颗粒的离心分离和膜分离。

p 热力学性质

溶质的溶解度（液相固相平衡）、挥发度（气液相

平衡）、表面活性及在相间的分配平衡行为的差异

等性质，可进行蒸馏、蒸发、吸收、萃取、结晶、

沉淀、泡沫分离、吸附和离子交换分离等。

1、物理学性质
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p 传质性质

粘度、分子扩散系数和热扩散现象等，利用

传质速度的差异也可进行分离，如透析。

p 电磁性质

溶质的荷电特性，如电荷分布、电离度、

等电点和磁性等可采用电泳、电色谱、电渗析、

离子交换、磁性分离等方法进行分离。
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化学热力学性质（化学平衡常数）

反应动力学(反应速率)

化学解离特性（激光激发作用极化、离子化）

化学吸附和化学吸收是利用化学反应进行的分

离的典型例子。

2、化学性质



21

p生物分子识别：生物亲和作用；

p生物输送性质：生物膜输送；

p生物反应、控制：酶反应、免疫系统。

3、生物学性质
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氨基酸、有机酸、抗生素、蛋白质、香料
蛋白质、核酸
氨基酸、有机酸、抗生素、蛋白质
乙醇、香精
蛋白质、氨基酸
蛋白质、核酸

萃取
盐析
结晶
蒸馏
等电点沉淀
有机溶剂沉淀

溶解

度

挥发

性

菌体、细胞碎片、蛋白质
蛋白质、多醣、抗生素
菌体、细胞
尿素、盐、蛋白质
氨基酸、有机酸、盐、水
盐、分子大小不同的蛋白质

离心
超滤
微滤
透析
电渗析
凝胶色谱

分子

大小

形状

产物举例分离纯化技术原理
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蛋白质、核酸、氨基酸

氨基酸、有机酸、抗生素、蛋白质、核酸

蛋白质、氨基酸

电泳

离子交换色谱

等电点沉淀

带电

性

蛋白质、核酸
蛋白质、核酸

亲和色谱

疏水色谱

生物

功能

特性

氨基酸、有机酸、盐、水

氨基酸、有机酸、抗生素、蛋白质、核酸

电渗析

离子交换色谱
化学

性质

产物举例分离纯化技术原理
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1.4 分离效率的评价

n目标产品的浓缩程度
n分离纯化程度
n回收率

浓缩程度一般用浓缩率(concentration factor)表达：是以

浓缩为目的分离过程的最重要指标

u生物活性不受或少受损伤；
u满足纯度和回收率的要求；
u成本低

分离目的：

评价分离效
率三个标准
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连续稳态的分离过程

TC

TP
T c

c
m =

杂质的浓缩率：

XC

XP
X c

c
m =

如果mT=mX，则目标产物未得到分离纯化

原料 产品

废料

Fc,CTC,CXC

FW,CTW,CXW

FP,CTP,CXP

目标产物的浓缩率：

T,X：目标物和杂质



2626

目标产物的分离纯化程度用分离因子α表达

C

C

X

XP

T

TP

c
c

c
c

=α

α是目标产物和杂质在两相间分配系数的比值

α=1时未产生分离。

α值越大，分离效果越好

分离因子α
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无论是以浓缩还是以分离为目的，目标产物均应
以较大的比例回收，即有较高的回收率。

目标产物的回收率为
%100×=

TCC

TPP

cF

cF
R

间歇过程(分批操作)，若原料液和产品溶液的体积
分别为Vc和VP，则回收率为

%100×=
TCC

TPP

cV

cV
R间歇过程的回收率
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具有生物活性的蛋白质类产物，用分离前后目标产
物的比活A之比表示目标产物的分离纯化程度

C

P

A

A
=α

比活A的单位一般为U/mg(U为生物活性单位), 

纯化因子
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提高回收率的方法：
（1）Yi↑，
（2）减少操作步骤；
（3）开发新型高效的分离方法

∏=
i

iT YY

下游加工过程的总回收率：

Yi：第i步操作的回收率



30

1.5 生物技术下游加工过程的选择原则

不仅要高产率和低成本，还要做到以下几点

①在不影响产品质量的前提下，采用步骤数应越少越好

一种蛋白提取经过5步操作，每步操作的得率为

75%，最终得率为0.755=0.24
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②采用步骤的次序要相对合理

一般次序为细胞破碎、沉淀、离子交换、亲和

吸附、凝胶过滤

一般规律：

先进行处理量大（便宜）的操作；

先进行操作简单（粗糙）的单元；

前面进行的单元操作可以简化后续的单元操作；
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③其他因素

产品规格：产品中允许的各类杂质的最低含量（热

原，产品的微生物污染）

生产规模：技术方法的选择与生产规模相关（超声波

与高压匀浆破碎）

进料的组成：产品在细胞的位置，过滤或离心的选择

产品的形式：固体要有一定的湿度和粒径分布；液体

必须有一定的浓度
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产品的稳定性：温度、pH、保护剂等将目标产物的

降解降到最小

物理性质：粘度、溶解度、电荷、分子量和大小、

官能团等

危害性：菌体、发酵液、试剂安全化处理

废水：除菌体、回收溶剂、降低盐浓度

分批或连续操作：既要考虑理论可行性又要考虑整

个发酵过程



3434

谷胱甘肽的分离提纯——发酵产物

番茄红素的提取分离——天然产物

介绍两个生物产品分离的例子



3535

• 谷胱甘肽（GSH）由谷氨酸、半胱氨酸
和甘氨酸组成，其结构如图

谷胱甘肽的结构与性质

谷氨酸 半胱氨酸 甘氨酸
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1. 谷胱甘肽的相对分子量为307.22，熔点189-

193℃（分解），晶体呈无色透明细长柱状，

等电点5.93。

2. 溶于水，稀醇，液氨和二甲基甲酰胺，而不溶

于醇，醚和丙酮。

3. 还原型谷胱甘肽具有生理活性。

4. 胞内产物

谷胱甘肽的性质与特点
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高产
酵母

高密度发酵

热水抽提，破壁

35～38h 

离心弃上清液 鲜菌体

95～100℃，5min

萃取减压浓缩离子交换柱

洗脱 乙醇沉淀

真空冻结干燥

成品

谷胱甘肽的生产

酵母细胞的破碎

谷胱甘肽的分离纯化

谷胱甘肽的精制
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• 1、脂溶性色素，不溶于水，难溶于强极性溶
剂如甲醇、乙醇等；

• 2、溶于非极性溶剂，如乙醚、石油醚、己烷、
丙酮,易溶于氯仿、苯、二硫化碳等。

• 3、溶解度随着温度的上升而增大。

• 4、样品越纯时，溶解越困难。

番茄红素的性质
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品种 番茄红素含量(mg/100g)

一般 3~8

特殊 可高达40

v番茄、西瓜、胡萝卜、葡萄、粉红葡萄柚、草
莓、柑桔等果实，其中以番茄含量最高，而且其
含量随品种和成熟度的不同而异。

番茄红素的来源

目前市场上6%含量的番茄红素
价格为3000元/公斤
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• 工艺过程：

番茄皮→干燥→粉碎→有机溶剂浸提→

过滤→→合并滤液→浓缩→结晶→番茄红素

↓ ↑

滤渣→二次浸提

番茄红素的提取

原理：利用亲脂性有机溶剂浸提。
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思考题？

1. 生物分离工程在生物技术中的地位？

2. 生物分离工程的特点是什么？

3. 生物分离工程可分为几大部分，分别包括哪些单

元操作？

4. 在设计下游分离过程前，必须考虑哪些问题方能

确保我们所设计的工艺过程最为经济、可靠？


