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Effect of anaerobic digestion on lignin derived from unhydrolyzed solid of corn stover
ZHAO Kun-yang, GAO Xiong-hui, ZHU Qi-li, TANG Xiao-yu*

（Biogas Institute of Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Chengdu 610041, China）
Abstract：Fuel ethanol production from agricultural straw will produce a large amount of unhydrolyzed solids（UHS）, which can be used to
recover lignin. However, the existence of carbohydrates and other impurities will affect the high-value utilization of lignin. Thus, anaerobic
digestion（AD）was employed to treat UHS. The structure and chemical properties of lignin were characterized by gel permeation
chromatography, thermogravimetric analysis, fourier infrared spectroscopy, and nuclear magnetic resonance hydrogen spectroscopy. The
carbohydrate contents of anaerobically digested solids were significantly reduced compared to UHS, while the total amount of lignin
remained almost constant. The lignin was almost undegraded during AD. The results showed that the lignin of UHS and anaerobically
digested solids presented similar structures and thermochemical properties, indicating that AD of UHS could preserve lignin structure while
removing carbohydrates.
Keywords：unhydrolyzed solid; lignin; anaerobic digestion; structure; thermochemical property
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摘 要：以秸秆为原料生产燃料乙醇会产生大量富含木质素的酶解残渣，从中可回收木质素，但酶解残渣中的糖类等杂质会影响

木质素的高值利用。因此，采用厌氧消化的方法处理玉米秸秆酶解残渣，利用凝胶渗透色谱、热重分析、傅里叶红外光谱以及核

磁共振氢谱等手段表征处理前后木质素的结构和化学性质。经厌氧处理后，残渣中糖类含量显著降低而木质素总量基本不变，

木质素几乎未降解。厌氧处理前后固体残渣中木质素的结构和热化学性质无明显变化，表明该方法能在去除糖类的同时较好地

保留木质素的结构。
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木质素是自然界中含量仅次于纤维素的第二大

高分子聚合物，全球每年可利用的木质素约为 3 000
亿 t[1]。木质素是由松柏醇、介子醇和香豆醇 3种苯丙

烷单体通过碳-碳键和醚键等连接形成的无定形聚

合物[2]。作为自然界中唯一可再生的芳香族化合物

来源，木质素近年来受到越来越多的关注。基于其独

特的结构性质，木质素可广泛用于生产分散剂、抗紫

外涂层和碳纤维等化工原料以及生物基材料[3]。此
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外，近几年研究者们致力于开发催化裂解、水解、氧化

和还原等方法将木质素解聚成单体，再转化成为高值

产品[4]。这些方法大多数要求分离获得的木质素能

保留其天然结构（如β芳醚键）。尽管如此，目前木质

素的商业化利用率不足5%[5]，绝大多数被作为低价值

燃料直接用于产热或发电。

以农作物秸秆等为原料的第二代生物燃料（也称

纤维素乙醇）是近年来生物质能源的重要发展方向。

在纤维素乙醇的生产过程中，大部分纤维素和半纤维

素被酶水解后，会产生大量富含木质素的酶解残渣

（约占原料总量的 25%~35%）[6]。采用适当的方法从

中回收木质素，用于生产高值化学品，可显著地提高

原料的利用率。酶水解条件相对温和，对木质素结构

的影响很小[7]，故酶解残渣木质素适合于上述高值利

用；但是其中糖类和灰分等杂质会严重影响木质素的

热化学转化效率。因此，发展经济可行又能满足木质

素利用要求的分离方法就显得尤为重要。目前，常用

的木质素分离回收方法包括化学分离法和溶剂萃取

法等。传统的化学制浆方法或秸秆预处理技术均会

不同程度地改变木质素的天然结构，如稀酸预处理或

碱法制浆过程极易破坏天然木质素的β芳醚键，使其

发生缩合反应形成极难被断裂的C-C键[8-11]，不利于

后续的解聚反应。有机溶剂萃取法对木质素的修饰

较小且选择性高，但溶剂难以回收且成本过高是其大

规模商业化应用的主要阻碍。

厌氧消化是一种成熟的有机废弃物处理技术，近

年来被广泛用于降解农作物秸秆、能源植物等纤维素

类原料来生产沼气。厌氧发酵微生物中的水解菌能

专门作用于纤维素的分解，而几乎不降解木质素聚合

物[12]。另一方面，由于纤维素原料具有天然抗降解

性，水解是其厌氧消化的限速步骤，会直接影响甲烷

生成[13]。课题组前期的研究[14-15]表明，在优化的发酵

条件下，酶解残渣中未分解的纤维素和半纤维素可以

被厌氧微生物有效降解并转化为沼气。基于此，本文

提出利用厌氧消化的方法从酶解残渣中富集木质素。

如前所述，木质素的分离过程会极大地影响其结构和

性质，进而决定其质量和应用价值，而目前探求厌氧

消化对酶解残渣木质素影响的相关研究较少。因此，

本文考察了厌氧消化对秸秆酶解残渣组成成分的影

响，并采用多种表征手段对比分析了厌氧消化前后木

质素的结构和热化学性质，旨在考察厌氧消化处理玉

米秸秆酶解残渣对木质素的影响，为酶解残渣木质素

的进一步纯化提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本试验采用的玉米秸秆酶解残渣（Unhydrolyzed
solid，UHS）由美国密歇根州立大学生物质转化实验

室提供，其主要成分包括：木质素（64.68%）、葡聚糖

（8.44%）、木聚糖（4.18%）和灰分（4.44%）。其制备方

法为：首先将玉米秸秆在优化的氨纤维爆破（Ammo⁃
nia fiber expansion，AFEX）[16]条件下进行预处理，然后

利用复合纤维素酶水解 168 h，详细的预处理和酶水

解条件参照文献[17]进行。酶水解后通过离心分离

去除水解液得到酶解残渣，并用去离子水洗涤两次，

去除残留的可溶性糖和其他杂质，最后将得到的酶解

残渣在80 ℃下烘干过夜，研磨过80目筛备用。

1.2 厌氧消化

厌氧消化试验采用课题组前期确立的优化发酵

条件[14-15]：以餐厨垃圾厌氧消化污泥作为接种物，温

度 35 ℃，体系总固体量（Total solids，TS）=2%，按挥发

性固体（Volatile solids，Vs）计算接种物∶底物=2∶1，调
节初始 pH至 7.2左右。接种物和底物（酶解残渣）的

性质：TS分别为 1.48%和 94.55%，VS分别为 1.11%和

91.42%，接种物VS添加量为 2.70 g，底物VS添加量为

1.35 g，其详细组成成分见表 1。厌氧消化在总体积

为 610 mL 的厌氧瓶中进行，实际发酵液体积为 250
mL，装样混合后利用氮气吹脱排空。试验共设置 24
个样品，分别用于第 0、2、4、8、16、22 d及发酵终点取

样测定固体成分，每个时间点设置 3个平行样；以只

添加接种物为对照组。发酵周期为 34 d，每 2 d测定

甲烷含量及气体组分。分别在第0、2、4、8、16、22 d将

发酵的血清瓶取出并停止发酵，再将发酵残余固体

烘干备用。发酵结束后将厌氧消化残渣（Anaerobic
digested unhydrolyzed solid，ADUHS）和对照组取出，

将所有固体样品烘干、研磨过80目筛。

1.3 表征木质素的制备

结合Meyer等[18]和Holtman等[19]的方法略微调整

后制备表征木质素（STD lignin）。首先将酶解残渣和

厌氧消化残渣用二恶烷∶水（96∶4，V/V）在摇床中以

100 r·min-1、27 ℃、黑暗条件下萃取 24 h。同一样品

重复萃取 3次，每次溶剂的用量为 200 mL·g-1固体。

每次萃取后采用减压法除去溶剂。然后将固体木质

素溶于少量 90％乙酸中并在去离子水（约乙酸用量

的 20倍）中沉淀。将沉淀的木质素离心分离除去上

清后冷冻干燥，再溶于尽可能少的 1，2-二氯乙烷∶乙
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醇（2∶1，V/V）中。最后在正己烷中沉淀分离，再用冷

正己烷洗涤。将样品在40 ℃条件下干燥过夜。

1.4 分析方法

1.4.1 固体样品的成分分析

按照美国国家可再生能源实验室（NREL）建立的

标准方法分析固体样品中的纤维素、半纤维素、木质

素和灰分[20-22]。使用高效液相色谱（HPLC）分析酸水

解液中的葡萄糖、木糖和阿拉伯糖。HPLC 系统为

Agilent Technologies 1200 series，配备 Aminex HPX-
87H 色谱柱，检测器为RID，柱温箱和检测器的温度

均为 35 ℃。流动相为 5 mmol·L-1 H2SO4水溶液，流速

为0.6 mL·min-1。

1.4.2 元素分析

称取 0.2 g样品加入 5 mL浓硫酸，设置不加样品

组为对照，隔夜放置后，按照以下步骤进行消解：在加

热至 120 ℃保持 30 min后取出混合均匀，此后每升温

60 ℃均保持 30 min然后取出混合均匀，直至 300 ℃保

持 30 min后滴加 0.5 mL过氧化氢；之后保持 300 ℃并

每隔 20~30 min 滴加一次过氧化氢直至样品完全澄

清、完全消解为止；消解完成后稀释，再采用电感耦合

等离子体发射光谱仪（ICP-OES）测定微量元素，仪器

为德国耶拿的Plasma PQ9000。
1.4.3 甲烷产量分析

采用压力法测定沼气产量。利用气相色谱测定

沼气成分，色谱条件如下：仪器型号为GC 122，色谱

柱为 TDX - 01，检测器为热导检测器，柱箱温度

135 ℃，进样器温度 135 ℃，检测器温度 150 ℃，载气

为氢气，压力 150 kPa，流速 0.12 L·min-1，进样体积为

500 μL。
1.4.4 凝胶色谱分析

根据文献报道的乙酰化处理方式[4，18]，对样品进

行乙酰化处理：将 15 mg样品溶解于 2 mL无水乙酸和

吡啶（1∶1，V/V）混合溶液中，并在室温下搅拌过夜，再

加入 5 mL无水乙醇搅拌 30 min使其冷却，旋转蒸发

除去溶剂，多次重复上述步骤，直到乙酸和吡啶被全

部去除。将乙酰化的样品溶解到少量的氯仿中，然后

逐滴加入到乙醚中以沉淀样品。离心分离固体，重复

洗涤和分离步骤 3次确保除去氯仿，再将样品于40 ℃
下真空干燥过夜。

将乙酰化处理好的样品溶解到 0.5 mg·mL-1的四

氢呋喃（Tetrahydrofuran，THF）中，再用 0.45 μm 尼龙

膜过滤。凝胶色谱分析（Gel chromatography，GPC）使

用Water 1515系统进行，配有视差折光检测器和两个

MIXED-C 7.5X300柱。色谱条件为：温度 35 ℃，洗脱

液 THF，流速 1 mL·min-1。最后采用分子量范围为

1.5×103~3.6×106 g·mol-1的 6种窄分布的聚苯乙烯标

品制备标准曲线。

1.4.5 热重分析

称取 5 mg样品（±0.001），使用TGAr Q500热重分

析仪器分析木质素样品的热力学性质。在氮气氛围

中以 20 ℃·min-1升温速率加热样品，测试温度为室温

到800 ℃。

1.4.6 傅里叶红外分析

称取 30 mg 样品采用 1% 的 KBr压片法制片，检

测仪器为 Thermo Nicolet 6700，扫描次数为 16 次，分

辨率为4。
1.4.7 核磁氢谱分析

取 30 mg木质素样品，溶解于 0.5 mL的DMSO-d6
中，使用Bruker AV Ⅱ-600 MHz超导核磁对样品进行

检测，测试温度为室温，扫描次数为32次。

2 结果与讨论

2.1 厌氧消化过程秸秆酶解残渣中主要成分变化及

物料平衡

为了考察发酵过程酶解残渣中木质素和聚糖的

降解情况，分析了厌氧消化残渣的主要组成成分随时

间的变化（图 1），图中各时间点的组成折算成基于发

酵初始时刻固体总量的相对值。从图中可以看出，固

体残渣的总量随着厌氧消化的进行逐渐减少。第 0 d
到第 8 d，葡聚糖的相对含量从 0.044 g·g-1（ADUHS）
下降到 0.036 g·g-1，在此后的 26 d，进一步下降到

0.028 g·g-1，然后基本保持稳定。在厌氧消化过程木

聚糖的相对含量从 0.026 g·g-1缓慢降低到 0.021 g·
g-1。相反，在整个过程不溶性木质素和灰分的相对含

量基本不变，分别为 0.43 g·g-1和 0.21 g·g-1。秸秆酶

解残渣中的糖类主要是不能被真菌酶制剂所分解的

难降解性糖类，从结果可以看出大部分的残糖能逐渐

被厌氧微生物降解。从图中也可以看出，酶解残渣中

糖类的降解程度主要取决于发酵时间。与其他的木

质素分离方法[4，18]相比，本研究采用的生物方法虽然

需要的时间更长（至少 8~15 d），但对酶解残渣中的残

糖去除较为彻底，这有助于减少糖类对木质素热化学

转化的影响。

酶解残渣中的聚糖被降解后进一步转化为沼气。

在本试验条件下，整个产气过程约持续 34 d：前 10 d
左右随着聚糖被迅速消耗，产气速率较快，累计甲烷
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产量迅速增加；此后糖耗速率逐渐变慢，产气在 22 d
左右进入平缓期直至结束。厌氧消化结束时约有

42% 的聚糖被降解，最终累计产生甲烷 103.20 mL·
g-1VS（UHS）。

秸秆酶解残渣以及厌氧消化残渣的主要成分含

量如表 1所示。由于引入了接种物且接种物中木质

素和聚糖含量均低于酶解残渣，导致初始时刻固体残

渣中聚糖的含量较酶解残渣降低，但同时也导致了木

质素的含量下降（表 1）。通过厌氧消化将残糖进一

步降解后，发酵终点厌氧消化残渣中的聚糖和木质素

的含量分别为 5%和 40%（表 1）。从表 1中也可以看

出，厌氧消化残渣中灰分含量高于酶解残渣，对比接

种物的组成成分可知，消化残渣中大部分的灰分来自

于接种物。本研究采用的接种物为餐厨垃圾消化污

泥，而餐厨垃圾具有高盐的特性，在厌氧处理过程中

盐分可能被累积，因此使用该种污泥作为接种物难免

会引入大量灰分。采用 ICP对灰分的组成进行了分

析，结果显示接种物的引入会导致Ca、Fe、K、Mg、Mn、
Zn和Al等元素的含量有所增加，但消化残渣中不含

有极难除去的Si元素，这一特性有利于后续对木质素

的进一步分离纯化。

图 2 显示了厌氧消化过程的质量平衡，以处理

100 g酶解残渣为基础，接种比例RI/S（基于VS）为2∶1。

从图中可以看出，厌氧消化后固体总量有所减少，主

要是由于酶解残渣中的聚糖被降解为甲烷和二氧化

碳。消化前后固体残渣中的木质素总量基本保持恒

定，说明该过程几乎不存在木质素的质量损失，因此

木质素的回收率可以接近100%。

2.2 厌氧消化对酶解残渣中木质素结构和性质的影响

2.2.1 分子量大小

木质素的分子量大小是决定其物理性质、机械性

能以及流体行为的重要参数，从而影响其应用。常见

的化学方法或高温萃取等分离手段通常会引起木质

素分子间的裂解或缩合等反应，导致分离木质素的分

子量发生变化。本研究利用凝胶色谱法（GPC）分析

厌氧消化前后残渣中木质素的分子量变化。其相对

分子质量及分布如表2所示。比较两者数据发现：消化

残渣中木质素重均分子量（Mm）有所下降，由 6 408
降低为 4 429，表明厌氧消化对木质素的分子量存在

一定的影响。这种变化一方面可能是由于引入了含

有木质素的接种物；另一方面可能是厌氧微生物的作

用导致木质素具有更小的形态和体积，使其分子量减

少。但由于消化前后木质素的总量未发生改变，这种

作用可能仅会影响木质素的分子量大小。表中酶解

残渣中木质素的分散度为 2.77，这与文献中报告的二

恶烷萃取木质素数值相似[18]。此外，经过厌氧消化后

图1 厌氧消化过程消化残渣中主要组成成分变化

Figure 1 The change of ADUHS main composition
during anaerobic digestion

表1 接种物、酶解残渣和厌氧消化残渣的主要组成成分（%）

Table 1 The main composition of inoculum，UHS and ADUHS（%）

样品Samples
接种物 Inoculum
酶解残渣UHS

厌氧消化残渣-发酵初始ADUHS-begin
厌氧消化残渣-发酵终点ADUHS-end

葡聚糖Glucan
2.95±0.04
8.44±0.08
4.46±0.23
2.83±0.02

木聚糖Xylan
2.13±0.04
4.18±0.09
2.48±0.15
1.79±0.33

阿拉伯聚糖Arabinan
0.41±0.02
0.72±0.07
0.47±0.04
0.31±0.14

木质素Lignin
23.04±0.43
64.68±0.44
34.79±0.73
39.58±1.55

灰分Ash
31.16±0.16
4.44±0.01
20.95±0.10
22.27±0.13

图2 厌氧消化处理秸秆酶解残渣过程的物料平衡

Figure 2 Mass balance in the process of
UHS anaerobic digestion
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灰分Ash
木聚糖Xylan

木质素Lignin
葡聚糖Glucan

阿拉伯聚糖Arabinan

ADUHS：293.99±5.38 g
葡聚糖：7.27±0.63 g
木聚糖：6.35±0.52 g
木质素：116.36±1.80 g
灰分：65.45±0.14 g

UHS：100 g
葡聚糖：8.44±0.08 g
木聚糖：4.18±0.09 g
木质素：64.68±0.44 g
灰分：4.44±0.1 g

CO2：9.77±0.04 g
CH4：7.06±0.12 g

接种物：219.38 g
葡聚糖：6.47±0.04 g
木聚糖：4.67±0.04 g
木质素：50.54±0.94 g
灰分：68.35±0.11 g

厌氧消化
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固体残渣中的木质素分散度有所下降，表明其分子量

分布范围变窄，结构更加均一化。而分子量大小和结

构均一的高聚物片段往往具有相似的性质，因此这种

均一化、碎片化现象可能更利于木质素后续的分离和

利用。

2.2.2 热重分析

木质素的热化学性质是影响其热化学转化效率

的另一重要因素。采用热重分析对比了两种木质素

的热稳定性，结果见图 3。总体来看两种木质素的热

分解趋势极其相似：大部分的质量损失均出现在

200~500 ℃，并在 300~400 ℃质量损失速率达到最大；

600 ℃过后残余质量几乎不变。但从图中可以看出，

消化残渣木质素的热损失量始终大于酶解残渣木质

素，表明酶解残渣木质素比消化残渣木质素更加耐高

温。其次，消化残渣木质素热分解速率相较于酶解残

渣木质素更快。结合 GPC的结果分析，可能是由于

消化残渣木质素的分子量更低，导致其热稳定性有所

下降。但分子量的变化对热稳定性的影响有限，在达

到 800 ℃质量趋于恒定后，酶解残渣木质素残留量仅

比消化残渣木质素多6%左右。

2.2.3 傅里叶变换红外分析

两种木质素的红外光谱结果如图 4所示，根据相

关报道[23-26]得出图4中对应的红外吸收峰归属（表3）。

从图中可以看出，两种木质素的红外吸收谱图十分

相似，只是在一些吸收峰强度上存在细微差异，在

3 430、2 926、2 847 cm-1和 1 030 cm-1处的吸收峰有不

表2 酶解残渣和消化残渣中木质素的相对分子质量及分布

Table 2 The relative molecular mass and distribution of lignin in
UHS and ADUHS

样品
Samples

酶解残渣UHS
消化残渣ADUHS

数均分子量
Mn

2 315
2 260

重均分子量
Mm

6 408
4 429

分散度
Mm /Mn

2.77
1.95

图3 酶解残渣木质素和消化残渣木质素的热重曲线

Figure 3 The TGA curves of the lignin from UHS and ADUHS
图4 酶解残渣和消化残渣中木质素的红外谱图

Figure 4 The FTIR spectra of lignin from UHS and ADUHS
表3 两种木质素的红外吸收峰归属

Table 3 The FTIR assignments of the lignin from UHS and ADUHS
编号Number

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

吸收峰Wavenumber/cm-1

3 430
2 926
2 847
1 610
1 512
1 461
1 424
1 325
1 223
1 127
1 030
832

归属Assignment
—OH 的伸缩振动

愈创木基-紫丁香基团中—CH2的不对称伸缩振动

C—H在—CH3和—CH2中的伸缩振动

芳香环骨架振动

芳香环骨架振动

芳香环引起造成不对称—CH3和—CH2的C—H弯曲振动

芳香环骨架振动与C—H面内弯曲振动的叠加

紫丁香基中C O伸缩振动吸收峰

C—C、C—O和C O的伸缩振动

芳香环骨架振动和C—O的伸缩振动

愈创木基中的C—H面内弯曲振动和伯醇中的C—O弯曲振动

苯环上C—H面外弯曲振动

归
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化
质

量
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0
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明显的区别。图中 3 430 cm-1处的峰为—OH的伸缩

振动吸收峰；2 926 cm-1和 2 847 cm-1处的峰为 C—H
的伸缩振动吸收峰；其中较为关键的 1 610、1 512、
1 461 cm-1和 1 424 cm-1 4处的峰为芳香环特征吸收

峰，谱图显示两种木质素在该区域的吸收强度并无明

显区别，表明木质素的主要结构未因厌氧处理而发生

改变；1 325 cm-1为紫丁香基中 C O 伸缩振动吸收

峰；1 223 cm-1处的峰可能为C—C、C—O或C O的伸

缩振动吸收峰；1 127 cm-1处的峰为芳香环骨架振动吸

收峰；1 030 cm-1处的峰为愈创木基特征吸收峰；832
cm-1处峰为芳香环特征吸收峰。从红外光谱看出，厌

氧消化前后固体残渣中木质素在分子结构上不存在

显著差异，表明厌氧消化对木质素的结构影响较小，能

够较好地保留木质素的结构。

2.2.4 一维核磁氢谱分析

木质素中的含氢官能团（芳香环、羟基、甲氧基

等）决定了木质素的化学性质，根据相关报道[26-29]，利

用一维核磁氢谱对两种木质素的结构进行表征，考察

厌氧处理对这些官能团造成的潜在影响。图 5为两

种木质素的 1H-NMR谱图，可以发现两种木质素的峰

形和出峰位置均十分相似。其中图 5中 δ=8.4~6.0 区

域内的化学位移归属于愈创木基、紫丁香基和对羟基

苯基中芳香环的质子，即木质素基本单元的质子；δ=
5.2~4.5区域内的化学位移归属于 β-O-4中的质子；

δ=3.9~3.2 区域内的化学位移归属于甲氧基中的质

子；δ=2.5为溶剂（DMSO-d6）的峰；δ=2.5~2.2区域内

的化学位移归属于酚羟基中的质子；δ=2.2~1.5区域

内的化学位移归属于脂肪族羟基中的质子；δ=1.5~0
的化学位移归属于脂肪族侧链中的质子。对比谱图

可以看出位于 δ=6.75和 δ=5.2处的峰形，出峰位置几

乎未改变，说明酶解残渣和消化残渣中木质素都是以

愈疮木基团和 β-O-4为主要结构，且厌氧消化后这

些主要官能团仅略微减少，因此厌氧处理较好地保留

了木质素的主要官能团结构。

3 结论

（1）采用厌氧消化的方法处理秸秆酶解残渣，消

化残渣中聚糖含量显著降低而木质素总量基本不变。

但厌氧过程引入的接种物导致消化残渣木质素灰分

升高。

（2）厌氧处理后木质素的热化学性质和结构无明

显变化。凝胶渗透色谱结果显示处理后木质素的分

子量有所降低，但热重分析结果表明消化前后木质素

热化学稳定性无显著变化。综合红外光谱和一维核

磁共振氢谱结果显示，消化残渣中木质素的主要链接

键仍为 β-O-4键，且厌氧处理前后木质素的结构相

差不大，该方法能够较好地保留木质素的结构。
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