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Abstract：This study aimed to explore the effect of pretreatment by freeze-vacuum drying on the biochemical methane potential（BMP）of
waste cured tobacco leaves, in order to improve their utilization and promote the development of a greener and cleaner production system
that would help tobacco companies around the world fulfil their pledges on carbon neutrality. Waste cured tobacco leaves were pretreated
by freeze-vacuum drying for 0, 1, 3, 5 h, and 10 h. The surface microstructures, lignocellulosic structures, total sugar contents, and nicotine
contents of the samples were compared, and their BMP were calculated. The BMP of waste cured tobacco leaves were 200.74, 208.64,
220.98, 224.28, 211.11 mL·g-1, and 209.30 mL·g-1（calculated by CH4 production per gram of volatile solid）, respectively. Compared with
that of untreated leaves, the BMP of waste cured tobacco leaves pretreated for 0, 1, 3, 5 h, and 10 h increased by 3.94%, 10.08%, 11.73%,
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摘 要：为探究冷冻真空干燥预处理对烤后废弃烟叶产甲烷潜力的影响，实现烤后废弃烟叶的资源化利用，促进碳中和背景下烟

草行业绿色清洁生产体系的发展，对烤后废弃烟叶分别进行 0、1、3、5、10 h冷冻真空干燥预处理（L1~L5），比较了预处理前后烤后

废弃烟叶表面微观结构、木质纤维素结构、总糖含量、烟碱含量等的变化，并对烤后废弃烟叶进行了产甲烷潜力（BMP）测试分析。

结果显示：未预处理（L0）与 L1~L5处理烤后废弃烟叶 BMP值（以单位质量挥发性固体在厌氧条件下的产甲烷量表示）分别为

200.74、208.64、220.98、224.28、211.11、209.30 mL·g-1，预处理较未预处理 BMP 分别增加了 3.94%、10.08%、11.73%、5.16% 及

4.26%。经冷冻真空干燥预处理后，烟叶表面呈现褶皱和卷曲，产生疏松多孔的物理结构，有效增大了微生物接触面积。但长时

间的真空干燥除了较大程度增加预处理能耗，还会造成烟叶有机成分的损失。因此，基于预处理能耗成本和甲烷产量效益的综

合考虑，应控制冻干时长，进一步优化预处理工艺。
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烤后废弃烟叶是指烟草行业中烘烤后不能使用

的低等级或等级外烟叶，以及卷烟企业积存的霉变烟

叶、烟末、烟梗等[1-2]。烟叶在烘烤过程中，经特定的温

度和湿度调节不断脱水干燥，外观质量及内部化学成

分都会发生变化，因此烤后废弃烟叶具有以下特点：

（1）烟叶叶色发黄，叶片收缩干燥，出现沟壑[3]；（2）有机

质含量丰富。鲜烟叶内淀粉、蛋白质等大分子物质在

烘烤过程中转化为小分子的糖及氨基酸[4]，烤后烟叶

总糖含量为 15%~35%[5]，果糖与葡萄糖含量分别为烘

烤前的 5.51倍和 8.31倍[6]。烟草废弃物属于非卖品，

需要规避流入市场造成假烟泛滥[7]，目前对于烤后废

弃烟叶的处理方法主要有焚烧、水浸、毁形及填埋等，

这些处理方法不仅会造成烤后废弃烟叶资源的巨大

浪费，而且会产生浓烟、污水等环境污染物。

厌氧生物降解技术具有可回收生物质能源[8]、提

供优质沼肥[9]、杀灭病原菌[10]等优点，甲烷作为其主要

生物质能源，可实现与其他能源载体的灵活转换，是

可再生能源规模化发展的必要支撑[11]。据统计，我国

年产烟叶约 480万 t，在烟叶加工过程中会产生 20%~
25%的烟叶废弃物[1]，环境污染问题突出。利用烤后

废弃烟叶进行厌氧发酵，能产生甲烷等清洁能源，沼

渣、沼液制成有机肥还能用于改良烟田土壤。目前学

术界和工业界大量厌氧消化的应用研究都是以粮食

作物秸秆和养殖等农业废弃物为研究对象，而对烟草

等经济作物废弃物的资源化利用研究较少。黄弘毅

等[12]利用烤后废弃烟叶进行甲烷潜力测试，发现烤后

废弃烟叶产甲烷潜力为 252.7 mL·g-1（以挥发性固体

计），是良好的生物质原料。然而，烤后废弃烟叶属纤

维素类原料，内部紧密相连的木质素、纤维素与半纤

维素阻碍了微生物和酶对物料的降解[13]。合理的预

处理可以破坏木质纤维素结构、增大接触面积、提高

产气效率[14]。纤维素类物料的预处理方法主要有物

理法、化学法、生物法以及物理化学法[15]。化学预处

理需投入较高成本的化学试剂，操作复杂，易产生抑

制物。生物预处理周期较长，生物酶及菌剂的成本

高，难以大规模投入生产[16-18]。物理化学预处理强度

一般较高，物料有机成分易损失或变性转化，且伴随

有抑制物生成等问题。物理预处理可降低生物质的

粒度或结晶度，破坏半纤维素和木质素的结合层，增

大物料的比表面积，提高纤维素的酶解转化率。AL
AFIF等[19]通过简单的物理预处理技术减小棉花秆粒

径不仅能增加甲烷产量，还能有效缩短棉花秆发酵周

期。因此，找到一种既能保持烤后废弃烟叶有机成分

又能有效提高产甲烷效率的预处理方法尤为重要。

冷冻真空干燥（冻干）技术克服了传统预处理高

温、高强度运行条件导致的有机化学成分流失、转化

等问题，该技术利用水的三相原理，可在高真空、低温

状态下，达到物料水分冰晶升华干燥的目的[20]。冻干

技术不仅能有效保持物料营养成分，还能在升华过程

中留下冰晶孔隙，保持物质外观形态[21]。目前，冻干

技术已广泛应用于制药与食品行业[22]，冻干处理除了

能够较好地保持蛋白质、脂肪及总酚等营养物质，增

加还原糖含量，还能保持疏松多孔的组织结构[23]。低

温条件下热敏物质不易变形，挥发性有机物质不易挥

发，从而有利于充分保持物料有机质含量及原有特

性[24]。冻干预处理除了能保持物料特性与原有结构，

还能对物料中纤维素降解产生一定的影响。ROONI
等[25]通过对小麦秸秆进行冷冻预处理得到结论：冷冻

预处理对小麦秸秆纤维素含量无明显影响，但能显著

增加纤维素的降解能力。QI等[26]的研究表明，花生壳

经过冷冻预处理后，细胞发生分层与剥离，从而提高

了生物质回收效率。尽管我国真空冷冻干燥装备产

业齐全，在食品和中医药加工领域冻干技术也有广泛

的应用，但鲜有利用冻干预处理技术辅助农业废弃物

转化为高效、清洁生物质能源的相关研究。

本研究旨在利用冻干技术既能保持物料物理形

态结构，又能最大程度保持发酵物料营养成分的特

点[27]，通过对烤后废弃烟叶进行不同时长的冻干预处

理，进行各表征参数分析，探索冻干预处理对烤后废

弃烟叶产甲烷潜力（BMP）的影响，以期为冻干预处理

技术应用于厌氧发酵产甲烷及废弃烟叶资源化利用

提供参考。

5.16%, and 4.26%, respectively. After freeze-vacuum drying, the surface of the leaves became wrinkled and curled, and presented a loose
and porous physical structure, which could effectively increase the area of contact with microorganisms. However, long-term freeze-
vacuum drying not only increased the energy consumption to a large extent, but also caused the loss of organic components of the material.
Finally, the recommended pretreatment time was calculated based on the balance between the energy derived from methane production and
that required for freeze-vacuum drying, which is essential for assessing the sustainability of this process.
Keywords：anaerobic digestion; waste cured tobacco leave; freeze-vacuum drying; biochemical methane potential
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1 材料与方法

1.1 实验材料

实验用烤后废弃烟叶为湖南省郴州市桂阳县白

云村当季烘烤不合格烟叶，手动将烤后废弃烟叶裁剪

为约 1 cm×1 cm方形薄片后混合均匀，平均分成 6等

份，置于4 ℃冰箱中储存备用。

实验用接种物取自中国山东民和牧业大型沼气

发电一期工程中以鸡粪与废水为原料的厌氧污泥，样

品置于 4 ℃冰箱中储存备用。实验开始前一周将接

种泥在中温（37 ℃）厌氧条件下进行驯化，以消耗接

种物中的残留有机物，减小实验误差。预培养结束

后，对接种物pH、总固体含量（Total solid，TS）、挥发性

固体含量（Volatile solid，VS）进行测定，结果显示接种

物pH为7.34，TS为2.46%，VS为1.33%。

1.2 实验方法

1.2.1 冷冻干燥预处理

本实验采用冻干机（SCIENTZ-18N，宁波新芝生

物科技股份有限公司）进行样品冷冻真空干燥预处

理，设备主要由制冷系统、真空系统、加热系统以及电

器仪表控制系统组成，实验过程示意图见图 1。将裁

剪好的6份烤后废弃烟叶中的5份放入－20 ℃冰箱中

冷冻 24 h，冷冻结束后其中 1 份直接常温解冻备用

（L1），其余 4 份样品分别在最低压强 20 Pa、最低温

度－50 ℃的冻干机中进行不同时长（1、3、5、10 h）的冻

干预处理，编号分别为L2、L3、L4、L5（表1）。

1.2.2 物料产甲烷潜力测试

采用全自动甲烷潜力测试仪（MultiTalent-203，
Nova Skantek 碧臣仪器）对烤后烟叶进行 BMP测试。

全自动甲烷潜力测试仪由A单元（发酵单元）、B单元

（CO2等酸性气体吸附单元）、C单元（气体计量及数据

处理采集单元）3个单元构成，见图 1。A单元由恒温

水浴锅、发酵瓶和机械搅拌系统组成，恒温水浴锅保

处理
Treatment

L0
L1
L2
L3
L4
L5

预冻温度
Temperature of
pre-freezing/℃

—

-20
-20
-20
-20
-20

预冻时间
Time of

pre-freezing/h
—

24
24
24
24
24

冻干时间
Time of freeze

vacuum drying/h
—

—

1
3
5
10

含水率
Moisture
content/%

17.12
15.17
7.91
7.03
7.20
6.98

图1 实验过程示意图

Figure 1 Schematic representation of the experimental processes

表1 预处理条件及烟叶含水率

Table 1 Pretreatment settings and moisture content of
cured tobacco leaves

M�
Freezing

L1~L5

B.吸附单元Absorbingunit
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证发酵温度，机械搅拌防止物料结壳、酸化；B单元配

备 100 mL玻璃瓶，其中的 3 mol·L-1 氢氧化钠溶液用

以吸附沼气中的 CO2及H2S等酸性气体；C单元为甲

烷气体计量装置，内置脉冲信号数据自动采集系统及

温度、压力传感器，最终记录结果为标准状况下

（0 ℃、101.3 kPa）的甲烷累积体积。

参考德国 VDI 4630[28]标准进行 BMP 测试，相关

测试的主要参数见表 2。500 mL 批式玻璃发酵瓶内

添加接种泥和烤后废弃烟叶混合物 400 g，在 37 ℃水

浴锅中进行厌氧发酵，接种泥VS质量与烤后废弃烟

叶VS质量为 2∶1。设置纯接种泥厌氧发酵为空白对

照，以消除接种物内源性甲烷产量对物料 BMP的影

响；设置标准纤维素（Sigma-C6288）作为对照试验物

料，用于检测接种物活性；每个处理进行 3 次重复。

设备安装完毕后，检查设备气密性，设置发酵瓶搅拌

时间为 5 min，搅拌速率为 40 r·min-1，间隔时间为

1 500 s。当连续 3 d甲烷单日产量小于总产气量 1%
时结束实验。

1.3 分析方法

物料及接种物的 TS、VS 采用质量法测定[29]，在

105 ℃烘箱中烘干至质量恒定后测定TS，在马弗炉中

550 ℃灼烧至质量恒定后称质量计算VS。扫描电镜

（Scanning electron microscope，SEM）结果由扫描电子

显微镜（日立 TM3030）扫描烤后废弃烟叶表面得到。

傅里叶红外光谱（FTIR）分析采用固体溴化钾压片

法[30]，取 400~4 000 cm-1波长进行色谱分析。烟碱含

量采用紫外分光光度法测定[31]，准确称取 1 g干燥烤

后废弃烟叶粉末于 250 mL锥形瓶，加入蒸馏水、沸石

与饱和HCl振荡摇匀，过滤定容至 250 mL锥形瓶，用

紫外分光光度仪测定样品溶液烟碱含量。总糖含量

采用流动分析法测定[32]，精确称取0.5 g干燥烤后废弃

烟叶粉末于锥形瓶，加入 3%醋酸水溶液 100 mL，振
荡摇匀 30 min，过滤后得醋酸样液，然后采用流动分

析仪进行检测。对每个处理均进行 3组重复样品测

定，测定结果取平均值。

2 结果与讨论

2.1 烤后废弃烟叶表面微观结构变化

SEM 是观察物料物理结构变化的有效方法之

一[33]。为深入探究冻干预处理对烤后烟叶微观表面

结构变化与 BMP的关系，对预处理前后烤后废弃烟

叶进行 SEM分析，结果如图 2所示。由 SEM图可知，

未经预处理的烤后废弃烟叶 L0 表面结构纹理饱满

整齐；经预处理后的烤后废弃烟叶表面变得皱缩粗

糙，且伴随有颗粒状的析出物。这表明在冷冻过程

中烤后废弃烟叶结构受损、细胞膜碎片化，导致细胞

损伤和失水，出现组织收缩和细胞塌陷变形，这与

SEMENOV等[34]的研究结果一致。在冻干技术的真空

升华过程中，烤后废弃烟叶内部多余水分直接升华，

水分冰晶化时表面呈现褶皱和卷曲，但孔洞和裂隙结

构被保留下来[35]，从而产生疏松多孔的物理结构。冻

干预处理与冷冻预处理相比，表面析出物更少，且随

着冻干时间的增加，表面颗粒状物质越来越少。在冷

冻过程中，由于细胞失水，烟叶细胞组织出现不同程

度的损伤，营养物质随水分析出至表面[36]；在升华及

解析干燥过程中，温度升高及压差作用造成挥发性有

机物质部分损失[37]，所以干燥时间越长，烤后废弃烟

叶表面颗粒物越少。

实验条件
Experimental condition

接种物

对照实验

实验物料

实验设置

其他

参数
Parameter

来源

TS
VS
pH

预培养

物料类型

TS
VS

产甲烷潜力

类型

未处理及预处理烤后
废弃烟叶的TS和VS

重复次数

测量方法

气体类型

接种物与物料VS之比

反应器规格

温度

搅拌

pH调节

顶空气体吹洗

营养物质添加

具体说明
Specific instruction
中温厌氧污泥

2.46%
1.33%
7.34

37 ℃ 预培养7 d
标准纤维素

97.12%
96.96%

307.23 mL·g-1

烤后废弃烟叶

L0：82.88%和73.11%
L1：84.83%和74.51%
L2：92.09%和81.74%
L3：92.97%和82.13%
L4：92.48%和80.99%
L5：93.02%和82.83%

3次

排水法

甲烷

2∶1
500 mL

37 ℃恒温水浴

每1 h搅拌10 min
无

100% N2

无

表2 BMP测试条件设置

Table 2 Conditions used to BMP test
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2.2 烤后废弃烟叶木质纤维素结构变化

FTIR能够直观地对木质素结构中的基团和化学

键进行表征[38]，图 3 为未预处理及预处理烟叶的

FTIR 图，为 400~4 000 cm-1之间的变化曲线。由图 3
可知，未处理与预处理烤后废弃烟叶 FTIR特征吸收

峰大致相同，说明经预处理后烤后废弃烟叶结构没有

发生显著变化，仅内部木质纤维素化学结构发生了

改变，表现为特征吸收峰的增强或减弱。3 370 cm-1

处为分子内羟基（ OH）伸缩振动峰[38]，2 919 cm-1处吸

收峰代表纤维素中亚甲基（ CH2）和甲基（ CH3）[39]，

两处吸收峰减弱，说明冻干预处理作用下纤维素中的

一部分氢键、甲基、亚甲基发生断裂，纤维分子结构遭

到破坏，纤维素降解。1 726 cm-1处特征吸收峰为非

共轭氢键，代表半纤维素中木聚糖乙酰基[40]，冻干预

处理后此处特征吸收峰减弱，证明预处理后乙酰基断

裂，半纤维素降解。1 416 cm-1和 1 373 cm-1处吸收峰

分别与木质素中芳香环和C H键振动有关[41]，两处

特征吸收峰无明显变化，说明预处理后烟叶木质素

基本不变。1 162 cm-1和 1 050 cm-1处的吸收峰表示

有纤维素和半纤维素 C O C键的存在，总体上表

示有中性多糖的存在[42]，此处吸收峰呈现减弱趋势，

说明冷冻干燥预处理技术有利于纤维素、半纤维素中

C O C的断裂。由 FTIR图谱可知，冻干预处理使

烤后废弃烟叶内部部分化学键断裂，增加了葡萄糖和

木糖的溶出物，达到了降解纤维素的目的，但对木质

素等大分子结构无降解效果，该结果与 ROONI 等[25]

利用冷冻预处理技术处理纤维物料后纤维素含量不

变但纤维素有明显降解的研究结果一致。

2.3 烤后废弃烟叶总糖及烟碱含量

烟叶经烘烤后，淀粉含量减少，糖类物质增加，在

烘烤过程中，占烟叶干物质质量约 25% 的淀粉转化

为糖，烤后烟叶总糖含量为 25%~35%，是良好的厌氧

生物发酵原料[12]。由图 4 可知，与未处理烟叶 L0 相

比，冷冻与冻干烤后废弃烟叶总糖含量降低，且随着

冻干时间的延长，总糖含量逐渐降低。L0总糖含量

最高，为 19.78%，分别高出 L1、L2、L3、L4 及 L5 处理

0.33、0.66、0.57、1.09、1.04 个百分点。HARGUINDE⁃
GUY等[21]的研究表明，在冷冻过程中葡萄糖、蔗糖及

麦芽糖等碳水化合物会随水分析出，从而造成部分营

图2 烤后烟叶扫描电镜图（×500倍）

Figure 2 Scanning electron microscope of cured tobacco leaves
（×500 times）

图3 烟叶傅里叶红外光谱图

Figure 3 FTIR spectra of raw and steam explosion pre-treated
cured tobacco leaves

图4 烟叶烟碱及总糖含量

Figure 4 Nicotine and total sugar content of cured tobacco leaves
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养成分流失。张康逸等[43]采用冻干处理技术对谷物

营养品质进行研究发现，长时间冻干会导致谷物营养

成分损失。在本研究中的解析干燥阶段，由于内外压

差与浓度差较大，物质发生扩散，疏松多孔的良好蜂

窝状结构使烤后废弃烟叶中的糖类物质更容易逸

出[44]。

烟碱是烟草中特有的次生代谢产物，在烟草多种

生物碱中烟碱所占比例最高，超过 90%，占烟草植株

干质量的 0.6%~3.0%[45]。由图 4可知，L0烟碱含量最

高为 1.93%，其次为L4、L5、L1、L3，L2烟碱含量最低，

为 1.75%，随着冻干时间的延长，L3、L4、L5处理的烟

碱含量略有升高。烟碱在 60 ℃时能与水反应生成相

应的水合物[46]，但是低温环境下烟碱不易溶于水，且

冻干预处理烟叶在干燥过程中糖类等有机物质损失，

烟碱相对含量增加，所以经过长时间冷冻干燥预处理

后烟碱含量略有增加。

2.4 不同处理烟叶的BMP
BMP指标准状况下单位质量VS在厌氧条件下的

产甲烷量（mL·g-1）[47]。BMP测试可以评估厌氧条件

下有机物料的生物可降解性及产甲烷潜力[48]，还可以

监测发酵过程中的微生物抑制及毒性作用[49]等，是评

判物料厌氧发酵可行性的一大重要指标。

经 23 d厌氧发酵后，不同处理烤后废弃烟叶每日

甲烷产量及单位VS累积甲烷产量如图 5和图 6所示。

由图 5可知，所有处理均在第 3天时达到甲烷产气高

峰，且 L3产气速率（83.51 mL·d-1）最快，较其他处理

高 13.89%~25.33%。包括 L0在内的所有处理每日产

甲烷速率均呈现相同趋势，即前期快速增长，发酵第

3 d达到产气高峰后缓慢下降。造成烤后废弃烟叶产

气前期快后期缓慢的原因是：发酵前期，水解酸化菌

在短暂的适应期后快速繁殖，将纤维素、半纤维素等

易分解有机物分解转化为产甲烷菌可直接利用的乙

酸等有机物。易降解有机物水解酸化结束后，相对难

降解的有机物才逐步被分解，所以此时产气速率缓慢

下降，并逐渐趋零[33]。

由图 6可知烤后废弃烟叶经 23 d厌氧发酵后，L0
处理的 BMP（200.74 mL·g-1）最低，L3 处理的 BMP
（224.28 mL·g-1）最高，其次为 L2、L4、L5和 L1。与 L0
相比，其他处理烤后废弃烟叶 BMP 显著增加（P<
0.05），其中L2及L3处理的BMP与L0呈极显著差异，

L1、L4及 L5处理呈现显著差异。与 L0相比，L1处理

BMP增加 3.94%，L3处理BMP增加 11.73%，其他冻干

预处理 BMP 增加 4.26%~10.08%，L2、L4 与 L5 处理

BMP 分别为 220.98、211.11 mL·g-1和 209.30 mL·g-1。

冻干预处理烤后废弃烟叶水分从冰晶状直接升华，所

占空间仍然保留，物料疏松多孔，收缩较小[50]，疏松多

孔的蜂窝结构有利于微生物与物料接触，有利于烟叶

降解[21]，所以冻干预处理烤后废弃烟叶累积甲烷产量

大于冷冻预处理。然而，冻干时间超过3 h后，随冻干

预处理时间增加烤后废弃烟叶累积甲烷产量逐渐降

低。造成BMP随冻干时间延长而下降的原因主要有

3个方面：第一方面为烤后废弃烟叶有机物损失。延

长冻干时间后，由于较大的内外压差与浓度差，物质

发生扩散，烤后废弃烟叶糖类物质及挥发性有机物逸

出[43]；第二方面是烤后废弃烟叶热敏物质变性。烤后

废弃烟叶经过烘烤后含水量较低，所需干燥时间比含

水量丰富的新鲜菠菜（干燥时间 5~6 h）[51]、新鲜香椿

（干燥时间 5 h）[52]等叶片类物料短，约在 3 h时烤后废

弃烟叶已完成干燥，进行解析干燥的温度逐渐升高会

造成蛋白质等热敏物质变性，使烤后废弃烟叶营养品

质下降[53]，影响产气效率；第三方面为烟碱抑制作用。

由于长时间的解析干燥，烤后废弃烟叶中的糖类等有

图6 烟叶累积甲烷产量

Figure 6 Cumulative methane yields of cured tobacco leaves

图5 烟叶每日甲烷产量

Figure 5 Daily methane yields of cured tobacco leaves
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机质损失，烟碱相对含量增加，而 LIU等[10]研究表明

烟碱对厌氧微生物种群活性有一定程度的抑制作用，

与本文结果一致，所以烟碱含量越高，甲烷产量越低。

3 结论

（1）冻干预处理不仅能很好地保持烤后废弃烟叶

的营养品质，还能有效增大微生物接触面积，增加甲

烷产量。与未处理烟叶相比，预处理烤后废弃烟叶整

个发酵周期无抑制和滞后现象，产甲烷潜力提高了

3.94%~11.73%。

（2）冻干预处理具有低温、高真空的特点，因此能

耗较高，且随着冻干预处理时间的延长，在相对内外

压差与浓度差较大的环境中，物质发生扩散，容易造

成有机物质损失。在烤后废弃烟叶冻干预处理的后

续研究中，应定量分析预处理过程中有机物损失情

况；并平衡好甲烷产量提升与预处理能耗的关系，控

制预处理时间，优化冻干工艺。

（3）冷冻预处理能解除烤后废弃烟叶水解限速，

对甲烷产量有一定的提升作用。对于寒温带及中温

带等冬季温度较低的地区，可结合自然气候条件对纤

维类农业废弃物进行室外冷冻存储，优化沼气工程原

料供应及运输调配，提升酸化水解效率，促进农业废

弃物资源化高效利用。
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