第二节   吸  附
一、概述
吸附：一种物质从一相移动到另外一相的现象。
吸附法的特点：
（1）处理能力较小
 （2）对溶质的作用较小
 （3）可直接从发酵液中分离所需的产物
 （4）溶质和吸附剂之间的相互作用及吸附平衡关系通常为非线形关系
二、吸附的原理及目的
原理：   利用吸附剂与杂质、色素物质、有毒物质、抗生素之间的分子引力而吸附在吸附剂上
目的：   吸附发酵产品、除去发酵液中的杂质或色素物质、有毒物质等
优点：操作简单、原料易得，便于土法生产
缺点：吸附性能不稳定、选择性不高、吸附剂的容量有限、收率不稳定、不能连续操作，强度大
三、吸附平衡
    吸附平衡是指在一定温度和压力下，气固或液固两相充分接触，最后吸附质在两相中达到动态平衡；也可以是含有一定量的吸附质的惰性流体通过吸附剂固定床层，吸附质流动相和固定相中反复分配，最后在动态下达到稳定的动态平衡
    吸附等温线：
      在一定T下，q（吸附质浓度）随平衡浓度C变化的曲线（q=f(C)）叫吸附等温线。用数学公式描述则叫吸附等温式。
四、吸附剂的种类
   吸附剂必须具备的条件：
（1）颗粒密度小，表面积大
（2）颗粒大小均匀
（3）吸附能力大，但要容易洗脱下来
1、疏水或非极性吸附剂
     活性炭是疏水性的物质、它最适宜从极性溶媒，尤其是水溶液中吸附非极性物质。吸附芳香族化合物的能力大于无环化合物。
    由于活性炭作为吸附剂的选择件差。故应用抗生素的提取和精制时，单级吸附不能使抗生素纯度提高很多，只是用于抗生素的初步提炼，除去溶液中的色素。
  2、亲水或极性吸附剂 

     适用于非极性或极性较小的溶媒。如硅胶、氧化铝，活性土皆属此类。
     另外，吸附剂可以是中性、酸性或碱性。碳化钙、硫酸镁等属中性吸附剂。氧化铝、氧化镁等属碱性吸附剂。酸性硅胶、铝硅酸属酸性吸附剂。
     碱性的吸附剂适宜于吸附酸性的物质，而酸性的吸附剂适宜干吸附碱性的物质。氧化铝及某些活性土为两性化合物，因为经酸或碱处理后很容易获得另外的性质。
3、各种离子交换树脂吸附剂
   各种有机离子交换树脂也是属于极性吸附剂，因为它是两性化合物，具有离子交换剂的性质。工业发酵中常用于发酵产品的脱色和分离杂质。
五、吸附操作方式
   静态吸附
    被处理液与吸附剂搅拌混合，而被处理液没有自上而下流过吸附剂的流动，这种吸附操作叫静态吸附。
    动态吸附
    被处理液通过吸附剂自上向下流动而进行吸附。
第三节    离子交换法
一、基本原理
    树脂的活性基团能与溶液中的相同电性基团相交换，该交换是经过一系列的物理、化学过程完成的，包括吸附、吸收、穿透、扩散、离子交换、离子亲和等过程，有关理论介绍如下。
1、物理吸附
      物体表面具有表面自由能，其自由能变化的趋势是向减少方向进行的。当表面因吸附某些物质后，其表面自由能降低，体系趋于稳定状态。
    树脂具有巨大的比表面积，其进行离子交换时，首先是吸附作用，将交换物吸附到树脂表面。
2、晶格理论
3、双电层理论
4、膜理论
    可理解为分子筛，能对分子、离子进行大小分级。
    离子交换树脂根据交联度大小不同，具有大小不同的孔隙，对进入树脂颗粒内部的离子起到从离子大小上进行限制的筛分作用。根据静电作用规律，能进入树脂内部的离子是能穿过树脂孔隙的带电与树脂可交换离子带同号电荷的离子。
二、离子交换树脂的结构
1、化学结构：不具活性的网络骨架和分布于这种网络骨架上的单分子活性基团构成 

2、立体交联结构：
3、孔结构：
三、分类
    1、阳离子交换剂
     强酸型、中酸型、弱酸型
    2、阴离子交换剂
     强碱性、中强碱性、弱碱性
    3、两性离子交换剂
    4、选择性离子交换树脂（螯合型离子交换树脂）
    5、吸附树脂
    6、电子交换树脂（氧化还原树脂）
四、离子交换树脂的理化性能
1、颗粒度：颗粒小，交换速度大
2、含水量：树脂通常是亲水的
树脂交联度小，内部空隙率大，含水量大
3、密度
干真密度  ：即干燥状态下树脂合成材料本身的密度
湿真密度 ：树脂充分膨胀后，树脂颗粒本身的密度
           湿真密度＝树脂湿重/树脂颗粒所占体积
视密度 ： 树脂充分吸水膨胀后的堆积密度
          视密度 ＝树脂湿重/树脂层的体积
4、膨胀性
交联度小的树脂，膨胀性大
5、耐磨损强度
6、耐热性
7、交换容量
（1）理论交换容量
单位重量或单位体积树脂中所含有可交换离子的物质的量，mmoL/g干树脂 mmol/mL湿树脂表示
（2）工作交换量 在一定操作条件下，离子交换树脂所能利用的交换容量
工作交换量受柱长度、树脂颗粒度、离子性质、浓度、流速及交换基团等影响
五、离子交换树脂的选择性
1、晶体解离的难易决定了组成晶体的离子间引力的大小
2、取代交换剂中离子的难易又取决于溶液中可交换离子的浓度
3、离子和树脂间亲和力越大，就越容易被吸附
    电性越大越容易交换：Na＋<Ca2＋<Al3+

    在常温、常压下低浓度溶液中的离子、原子价相同，则交换量随交换离子的原子序数的增加而增大
4、在低温和普通温度时，离子的化合价越高，就越易吸附
二价金属离子比一价金属离子容易吸附、三价的又比二价的容易
5、溶液的pH值对各种树脂的影响是不同的
六、影响离子交换速度的主要因素
（1）树脂颗粒：越小，交换速度越快
（2）树脂的交联度：越低，扩散越容易，速度越快
（3）溶液中离子浓度
（4）温度：提高温度加快交换速度
（5）离子的大小：小离子的交换速度快
（6）离子价  

（7）树脂的强弱
（8）树脂层装填的松紧度
七、离子交换操作方式
1、静态法
2、动态法
考察上样量、pH、速度、洗脱剂的种类、流速等的影响
八、应用举例
     谷氨酸的提取
第四节     膜分离
     膜分离法实际上是一般过滤法的发展和延续。一般过滤法不是分子级水平的，它是利用相的不同将固体从液体或气体中分离出来；而膜分离是分子级水平的分离方法，该法关键在于过程中使用的过滤介质：膜。
一、膜分离法的分类及原理
     透析、超滤及反渗透、微滤、电渗析、液膜技术、气体渗透、渗透蒸发
分离范围
1、透析
利用具有一定孔径大小、高分子溶质不能透过的亲水膜将含有高分子溶质和其他小分子溶质的溶液（左侧）与纯水或缓冲液（右侧）分隔，由于膜两侧的溶质浓度不同，在浓差的作用下，左侧高分子溶液中的小分子溶质透向右侧，右侧中的水透向左侧，这就是透析
2、超滤和微滤：
超滤和微滤都是利用膜的筛分性质，以压差微传质推动力，用于截留高分子溶质或固体微粒。
超滤：处理不含固形成分的料液，它是根据高分子溶质间或高分子与小分子溶质之间相对分子质量的差别机械分离的方法
微滤：用于悬浮粒的过滤，主要用于菌体的分离和浓缩
3、反渗透
促使水分子透过的推动力称为渗透压
操作压力：几十个大气压
适用于1nm以下小分子的浓缩
4、电渗析
利用分子的荷电性质荷分子大小的差别进行分离的膜分离法，可用于小分子电解质（例如氨基酸、有机酸）的分离和溶液的脱盐
5、渗透气化
    疏水膜的一侧通入料液，另一侧抽真空或通入惰性气体，使膜两侧产生溶质分压差。在分压差的作用下，料液中的溶质溶于膜内，扩散通过膜，在透过侧发生气化，气化的溶质被膜装置外设置的冷凝器冷凝回收。
发生了相变
适用于：高浓度混合物的分离，特别适用于共沸物和挥发度相差较小的双组分溶液的分离
6、液膜分离技术
    液膜通常由膜溶剂、表面活性剂、流动载体、膜增强添加剂组成。
    膜溶剂：成膜的基体物质、一般为水或有机溶剂
    表面活性剂：降低液膜的表面张力，对液膜的稳定性、渗透速度、分离效率和膜的重复使用有直接影响
      流动载体：选择性迁移指定溶质或离子，常为某种萃取剂
 二、膜的种类及特性
1、膜的种类
     选择膜应考虑的因素：分离能力；分离速度；抵抗化学、细菌和机械力的稳定性；膜材料的成本
（1）均质膜或致密膜
（2）微孔膜
（3）非对称膜
（4）复合膜
（5）离子交换膜
2、膜的结构特性
（1）孔道结构：不对称膜（表面活性层和惰性层）
（2）膜的孔道特性：孔径、孔径分布、空隙率
（3）水通量:在一定条件下（一般压力为0.1MPa，温度为20℃）通过测量透过一定量纯水所需的时间来测定
三、膜分离设备
四、影响膜分离速度的因素
1、操作形式  2、流速   3、压力    4、料液浓度
五、膜的污染与清洗
1、膜污染的原因
（1）凝胶极化引起的凝胶层
（2）溶质在膜表面的吸附层
（3）膜孔堵塞
（4）膜孔内的溶质吸附
2、常用的清洗剂
水、盐溶液、稀酸、稀碱、表面活性剂、络合剂、氧化剂、酶液
六、应用举例
超滤用于除去葡萄酒中热变性蛋白质、
微滤除去葡萄汁中的细菌和各种固体颗粒

第五节    层析法
   又叫 凝胶过滤、凝胶层析、凝胶渗透层析、排阻渗透层析、分子筛过滤等 

一、凝胶层析的原理 

     将具有分子大小网状结构（孔隙）的凝胶粒子浸渍于某种溶液中时，溶液中的溶质分子凡是比网络孔隙小的都能自由进入凝胶粒子内，大的分子由于不能潜入网格便残留在溶液中，所以将分子大小不同的溶液（如蛋白质和硫酸铵）加入到分离柱中，只有小分子物质（硫酸铵）完全能进入凝胶粒子内，而大分子（蛋白质）则被排阻于粒子外，彼此互相筛分，加入洗液后，溶液在分离柱内向下移动，先流出的洗液中，全部含有大分子物质（蛋白质），后流出的洗液中含有小分子物质（硫酸铵），从而达到分离和提纯的目的。
二、  凝胶层析法常用的凝胶
1、天然凝胶
     琼脂和琼脂糖凝胶 （Sepharose）：能分离较大相对分子质量的物质，但它带有大量的电荷，层析时需使用较高离子强度的洗脱液
2、人工合成凝胶
（1）聚丙稀酰胺凝胶（Bio－Gel P）
（2）交联葡聚糖凝胶（Sephedex）
三、凝胶层离技术
1、凝胶柱的制备
（1）凝胶的预处理
（2）凝胶的装填
（3）层析床的检查
（4）柱的平衡
2、样品和洗脱剂的准备
洗脱剂：试剂是分析纯、水是纯水
固体样品溶于洗脱剂中，无颗粒
3、加样
（1）加样量的选择
脱盐、缓冲液交换等组分分离时加样体积为床体积的30％，如果要求较高的回收率，则为15％～20％。
（2）加样方法和注意事项
进样器或注射器  、排干法  、液面下加样
4、洗脱技术
洗脱流速  高速  涡流扩散严重，导致区带变宽
  5、样品的检测、收集和处理
6、凝胶过滤介质的再生、清洗和储存
再生：用1.5～2个柱体积的洗脱剂完成洗脱过程
清洗：碱液清洗（0.1～0.5moL/L的NaOH）、乙醇、非离子型去污剂
保存： 浸泡在抑菌剂的溶液中，比如：20％乙醇、0.02％～0.05％的叠氮化钠、0.01moL/L的NaOH，0.05％的三氯丁醇，0.01～0.02％的可乐酮
四、层离设备
  1.分离柱   2.恒压储液瓶   3.恒流泵  4.洗脱液收集器  5.恒温设备 

五、凝胶层析法在发酵中的应用
1、脱盐
2、凝胶层析法去除热源物质
3、凝胶浓缩高分子溶液
4、测定高分子物质的相对分子质量
5、分析
第 六 节   沉  淀  法
一、沉淀法概述
利用某些发酵产品能与某些酸、碱或盐类形成不溶性的盐或复合物而从发酵滤液或浓缩滤液中沉淀下来或结晶析出的一种提取方法
1、氨基酸沉淀法：  等电点法      盐酸盐法   金属盐法 有机溶剂沉淀法；
    2、酶制剂沉淀法：   盐析法     有机溶剂沉淀法；
   3、抗生素沉淀法：如四环素与钙形成沉淀；
二、等电点法
两性电解质在溶液中可解离为阳离子和阴离子，在一定pH条件下，两种离子浓度相等时，溶液静电荷为零，此时电解质溶解度最小而发生沉淀。
 三、盐析法
     中性盐沉淀法。添加中性盐析剂，破坏酶蛋白的胶体性质，消除微粒周围的水化膜和微粒上的电荷，促使酶蛋白沉淀。
（一）盐析原理
（1）破坏水膜层
（2）中和电荷
（二）影响酶制剂盐析的主要因素
1、盐析剂的种类：不同的盐，盐析效果不同  MgSO4>Na2SO4>NH4SO4、NaH2PO4

2、盐析剂的用量    3、盐析的温度     4、盐析的pH值   5、酶液中的杂质
四、有机溶剂沉淀法
1、有机溶剂沉淀法的原理
    破坏蛋白质的水化层
2、有机溶剂沉淀法提取酶制剂的影响因素
（1）有机溶剂的种类和用量  （2）温度   （3）pH   （4）时间 

（5）溶液中的盐等杂质
五、热沉淀
六、其他沉淀法
非离子型聚合物：聚乙二醇
聚电解质：酸性多糖、羧甲基纤维素、海藻酸钠、果胶酸盐、卡拉胶
多价金属离子：Ca 2＋、Mg2+

