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第 1章序論

1 - 1 牛ふん原堆肥の現状

家畜ふん尿は，日本全国の産業廃棄物総排出量の約 2害IJ，とくに北海道に

おいては約 5割を占めており，その適切な管理と利用が求められている(田

中ら 1998;北海道立農業・畜産試験場家畜ふん尿プロジェクト研究チーム

2004)。とりわけ，北海道では牛ふん尿の発生量が最も多く，その水分含量

が高いことから，適切な堆肥化処理による減容化と腐熟化，耕畜連携や圃場

還元による有効活用が期待される(藤田・志賀 1997;志賀ら 2001;北海道

立農業・畜産試験場家畜ふん尿プロジェクト研究チーム 2004)。

牛ふん尿などの新鮮有機物は，土壌に施用する前に十分に安定化させる必

要がある。未熟な堆肥の場合には，多量施用によって様々な有害作用が生じ

ることがある(中井 2004)。例えば，堆肥化されていない有機物は，土壌に

施 用 す ることによって還元性ガスやアンモニアガスなどの有害物質の発生

や土壌の酸素欠乏などを引き起こし，農作物に悪影響を与える可能性がある

(Mondini et al. 1996)。これを防ぐために，有機物を好気的な発酵により

高温発酵させ，易分解性有機物を十分に分解させることによって，安定な腐

植物質に変える必要がある (Zucconiand de Bertoldi 1987)。堆肥化や腐熟

化が不十分である堆肥を圃場に施用すると，未熟堆肥に含まれる易分解性有

機物の急激な分解と，生育阻害物質である揮発性脂肪酸やフェノール性酸が

生じることで，窒素飢餓や土壌の異常還元に加え，作物の発芽障害や生育抑

制を引き起こすことが知られている(原田 1983; Harada et al. 1993)。ま

た，未発酵の乳牛ふん尿中に悪臭物質，低脂肪酸やフェノール性酸などが多

く含まれることが解っており(小菅・山本 1997)，未処理のまま圃場に施用す
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ると植物の生育を阻害する危険性がある。さらに，オガクズや木材チップな

どの木質系副資材が混合された堆肥には，作物の生育を阻害する物質が含ま

れることが報告されている(佐藤 1976)。このような阻害作用は，木質物に

含まれるフェノール性酸，タンニン，精油などの物質によって生じると考え

られている(原田 2004)。したがって，堆肥による土づくりを進めるには，

施用する堆肥の量だけではなく，質についても注意した適正な施用を行うこ

とが大切である(中井 2004)。家畜ふん尿などの有機性廃棄物の適切な堆肥

化や腐熟化を行うことにより，堆肥がより良い機能を有する可能性について

明らかに示すことができれば，牛ふん尿の積極的な処理と活用につながると

考えられる。

家畜ふん尿の“堆肥化"とは「家畜ふん尿を原料とし，好気性微生物の働

きによって発酵させ，成分的に安定化した堆肥にすることであり，水分や酵

素供給など，原料中の微生物が働きやすいような環境を整える技術である」

と定義されている(日本畜産学会 2001)。また，押田ら (1998) は“堆肥化"

とは， r家畜ふん尿を生のまま土壌に施用した場合，作物に悪影響を与える

場合があるので，施用する前にあらかじめ微生物の作用で生ふん尿中の作物

に悪影響を与える物質を分解して除去する操作である」と定義している。つ

まり，堆肥化とは家畜ふん尿を堆肥という安定的な資材に変換する“過程"

ないし“処理"を示す。

一方，家畜ふん尿を堆肥化する上で腐熟度という概念がある。腐熟度は堆

肥の品質を表す重要な尺度の一つであり， r家畜ふん尿などの有機物を施用

する場合，あらかじめ堆肥化し，施用しでも，土壌や作物に悪影響を及ぼす

ことがなくなるまで腐朽・熟成することを“腐熟"という。その到達目標に

達したときが完熟であり，この目標に達するまでの様々な程度を腐熟度とい

うJと定義されている(押田ら 1998;日本畜産学会 2001)。つまり，家畜ふ
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ん尿の“腐熟化"とは，上記の堆肥化とともに，堆肥の熟成を促して，完全

に 無害 な資源に変換させるという“処理"と同時に “目標"を示す。しか

し，“堆肥化"および “腐熟化"のいずれにせよ，堆肥の施用に伴う悪影響

をなくすことが主目的であり，堆肥が有する効果を増加させることが目的と

はなっていない。

1 - 2 堆肥に含まれる腐植物質に関する研究事例

これま で に 堆 肥 化 に 伴 う 有 機物や腐植物質に関する研究は多数行われて

きた。例えば，適切に処理された堆肥が適正に施用されるならば，土壌中の

植物養分を高め，土壌環境を改善し，作物の収量を高めることができる(中

井 2004)。堆肥の施用は，土壌の窒素肥沃度を増加させ (Cooke1977; Yoshida 

et a1. 1982; Campbell et a1. 1986)，物理的性質 (Hafez1974 ; Khaleel et 

a1. 1981; Schjonning et a1. 1994; Aoyama et a1. 1999)，化学的性質

(N' Dayegamiye and Cδte 1989 ; Schjonning et a1. 1994)および生物的性

質(Jenkinsonand Rayner 1977 ; N' Dayegamiye and Cδte 1989)を改善でき

る。さらに，土壌養分の有効性や土壌微生物および生物活性を増加させ，土

壌線虫や病原菌の発生を減少させる (Gallards-Laraand Nogales 1987)。こ

れらの効果により，総合的に作物の収量を高めることが報告されている (Roe

et a1. 1993)。

一方，家畜ふん尿堆肥や下水汚泥およびペーパースラッジを原料とするコ

ンポストなどには，腐植物質が多く含まれており (Albanell et a1. 1988; 

Petrussi et a1. 1988; Hervas et a1. 1989; Senesi et a1. 1992; Garcia 

et a1. 1995; Masciandaro et a1. 1997; Elvira et a1. 1998)，堆肥化の

発酵過程において腐植物質の量や質が変化し，より安定した腐植化度の高い

形態 へと 変化することが報告されている (Sanchez-Monedero et a1. 2002)。
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海外では，とくにヨーロッパを中心に，様々な有機廃棄物の堆肥化や腐熟化

に伴う腐植化に関する研究が多数行われている。例えば，堆肥化された豚ふ

んは土壌構造の改善，土壌有機物の増加，土壌中の植物病原体の抑制や植物

の生育促進といった働きがあると報告されている (Hsuand Lo 1999)。また，

固液分離した乳牛ふん尿の堆肥化により，堆肥から抽出される腐植酸の腐植

化度が高まったことが報告されている(Inbar et al. 1990)。さらに，下 水

汚泥の堆肥化に伴って，堆肥化初期に腐植酸の含量が一旦減少し，堆肥化の

進行に伴って再び増加することが報告されている (Veekenet al. 2000)。一

方，わが国でも稲わら堆肥やオガクズ牛ふん堆肥などの堆肥化や腐朽化に伴

う腐植の形態および光学的特性の変化について調べられており，稲わら堆肥

の粒径の違いにより腐植酸の光学的性質や構造が若干異なること(広瀬・熊

田 1972)，稲わら堆肥やオガクズ牛ふん堆肥に含まれる腐植酸がリグニン的

性格によって特徴付けられること (Suzuki and Kumada 1972 ; Suzuki and 

Kumada 1976) ，堆積方式により製造されたオガクズ牛ふん堆肥の堆積期間や

堆積部位によって腐植酸の吸光係数や相対色度が変化し，腐植化の進行が認

められることなどが報告されている (Suzukiand Kumada 1976 ;渡辺ら 1981)。

以上のように，植物遺体や有機性廃棄物の堆肥化に伴って腐植の量や腐植化

度が変化することが圏内外問わず広く報告されているが，多くの研究が，実

験室内や小規模試験で試作されたモデル的な堆肥を対象としており，好気的

発酵が起こるように最適な水分調整や切り返しが十分に行われ，中には保温

により腐朽化を促進させるなど，堆肥化や腐熟化が確実に起こることを前提

に試料の調製が行われている。しかし，農業生産現場で現実的に製造され，

かっ実際に圃場還元により利用されている堆肥は，必ずしも十分な好気発酵

を伴う堆肥化が行われていない，あるいは腐熟化が進んでいない堆肥が多い

のが実状であり，そのような堆肥を対象としている研究はほとんどない。

4 



1 - 3 腐植物質の植物生育促進機能に関する研究事例

腐植物質は，穀物やエンバクの乾物重 (Leeand Bartlett 1976; Albuzio et 

al. 1994)，タバコの根数および根長 (Mylonasand Mccants 1980)，ダイズ

やピーナツ，クローパの根癌，地上部および地下部の乾物重 (Tan and 

Tantiwiramanond 1983)，チコリーの成長 (Valdrighiet al. 1996)を増加さ

せることが報告されている。また，熱帯植物の地上部および地下部の生育を

促進させることなども報告されている (Goenadiand Sudharama 1995)。腐植

物質にオーキシンやジベレリンのようなホルモン様生理活性があることも

報告されている (Caccoand Dell' Agnola 1984 ; Pizzeghello et al. 2001; 

Nardi et al. 2002)。腐植酸およびフルボ酸には，植物への硝酸イオンやカ

リウムイオンの吸収促進に直接的な影響を与えることが知られている

(Dell' Agnola and Nardi 1987; Maggioni et al. 1987)。また，腐植物質

は，鉄や亜鉛などとの錯体形成能により，必須微量元素の植物への吸収を促

進する (Pintonet al. 1998; Clapp et al. 2001)。このような植物の生理

活性や養分吸収などに及ぼす効果は，植物根への働きかけや細胞内への取り

込みによって生じる現象であり，堆肥や土壌に含まれる可動性の高い水溶性

(溶存)腐植物質に起因すると考えられる。以上のことから，腐植物質は植物

の生育や生理活性および養分吸収などに影響を与えると考えられる。

さらに，ビートモスに含まれる腐植酸は，抗酸化活性機能を持つことが報

告されている(立花ら 2006)。堆肥に由来する腐植酸は，土壌の腐植酸と構

造的に異なり，その縮合程度や腐植化度が極めて低いと報告されている

(Gonzalez-Vila et al. 1999; Unsal and Ok 2001)。泥炭に含まれる水溶性

腐植物質は，鉄と錯体を形成することによってキュウリにおける鉄の吸収を

促進 し，鉄欠乏症を改善する報告がある (Pintonet al. 1999)。さらに，
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3500Da以下の低分子腐植物質は，高等植物に直接吸収されると報告されて

いる (Nardiet al. 2002)。

以上のことから，ビートモスや堆肥の腐植酸が土壌の腐植酸と異なり，ま

た，水溶性腐植酸や低分子腐植物質が植物生育への影響を明らかにする上で

重要であると言える。とくに，水溶性腐植物質を関する研究事例は少ない。

したがって，堆肥に含まれる可動性や機能性が高い低分子水溶性腐植物質を

注目し，研究することが重要であると考えられる。

1 - 4 本研究の目的

前節に記した植物の生理活性や養分吸収に及ぼす腐植物質の効果は，堆肥

や土壌に含まれる安定的な腐植物質に由来するものではなく，むしろ可動性

が高い溶存腐植物質に起因すると考えられる。堆肥やコンポストに含まれる

腐植物質についての既存研究は，ほとんど水酸化ナトリウム溶液やピロリン

酸ナトリウム溶液によって抽出される腐植物質を対象としており，それら腐

植物質の量，質，構造，機能などについて行われてきた。しかしながら，ア

ルカリ溶液により抽出される腐植の効果を，堆肥の圃場還元に伴う実際的な

効果として論じることは難しいと考えられる。そのため，作物生産における

堆肥の圃場還元に伴う植物生育へ及ぼす腐植物質の直接的な影響を評価し，

堆肥の機能や有効性を明らかにしていくためには，土壌中で可動性が高い水

溶性腐植物質を対象とすべきであると考えられる。さらに，牛ふん尿堆肥の

機能を評価し，有効利用していくことは，持続的農業生産や省資源には不可

欠である。本研究では，牛ふん尿堆肥を主原料として現実的に製造された堆

肥を供試し，水溶性腐植物質の構造および機能を明らかにすることを目的と

した。
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第 2章では，各種牛ふん尿堆肥の理化学性を調べた。また，牛ふん尿堆肥

から抽出された水溶性腐植物質の炭素量および光学的特性を検討した。第 3

章では，堆肥化や腐熟化が異なる牛ふん堆肥 4点を供試し，堆肥の理化学性，

腐熟度，水溶性腐植の形態，水溶性腐植酸の紫外可視吸収スベクトル，水溶

性腐植酸とフルボ酸のフーリエ変換赤外吸収スベクトルを測定した。第 4章

では，堆肥処理方式が異なる牛ふん尿堆肥 4点を供試し，堆肥化処理方式の

違いが牛ふん尿堆肥の腐植化に及ぼす影響を明らかにした。第 5章では，堆

肥化が進行した堆肥を供試し，堆肥から抽出された水溶性腐植の光学的特性

を調べた。また，水溶性腐植物質の抗酸化機能および分子構造を検討した。

さらに，水溶性腐植物質を用いてホウレンソウ栽培実験を行った。最後に，

第 6章では，これらの結果から牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性腐植物質

の構造および機能を総合的に考察した。

7 



第 2章 各種牛ふん尿堆肥の水溶性腐植物質の量と光学的特性

2 -1 はじめに

本章では，牛ふん尿堆肥に含まれる水溶性腐植物質の特性を調べるために，

麦稗，パーク，古紙，オガクズなど副資材の種類，副資材との混合割合，堆

積期間，堆肥の製造工程などが異なる乳牛ふん尿堆肥 9点，肉牛ふん尿堆肥

8点を供試し，一般理化学性，水溶性腐植酸および水溶性フルボ酸の有機炭

素量および水溶性腐植酸の相対色度を検討した。

2-2 供試堆肥

2-2ー 1 乳牛ふん原堆肥

(1) 実規模製造した堆肥

本堆肥は 2004年度にホクレン畜産技術研究所にて，ペーパースラッジ炭

化物(以下 PSC)を乳牛ふん尿へ添加し，堆肥化に関する実規模実証試験によ

って製造された。 PSCは同研究所のフリーストーノレ牛舎(搾乳牛 140頭)から

排出される乳牛ふん尿に対して，重量比約 2怖となるように添加した。 PSC

は除ふん後の牛舎通路に散布し，これを 1週間継続した。その次の 1週間は

PSCを散布せずにふん尿を集めた。これを計 6週間実施した。 PSCを添加し

たふん尿 3週間分と， PSCを添加しなかったふん尿 3週間分とに分けて，そ

れぞれ約 200tのふん尿を堆肥盤に堆積し， 2004年 6月末より 5ヶ月間堆積

した。堆積後 1ヶ月毎に切返しを行い，堆積期聞が 1ヶ月間 (D1および D2)

と 5ヶ月間 (D3および D4)の堆肥計 4点を，いずれも切返し作業の直後に採

取した。
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この堆肥は，コンクリート床の屋根付堆肥盤に堆積し，月に 1度の切返し

を行ったにも関わらず，堆積期間中の堆肥内部温度は 20""""40
0

Cの範囲であ

り，活発な好気発酵に伴う十分な温度上昇 (60""""70
0

C)には至らなかったため，

堆積期間において終始水分が高く保持されていた。堆積 5ヶ月後も流動性が

高く，牛ふん尿特有の臭気が強く感じられたことから，好気的な発酵を伴う

堆肥化はほとんど進行していないと考えられた。

この堆肥盤で製造した堆肥を 2004年 11月末に搬出し， D3について約 20t

を一般畑作農家の圃場内(常日郡訓子府町 I農場)に堆積した。その後， 2005 

年 10月までいわゆる“野積み"による堆肥の腐熟化を行った。この間，切

り返しは 2005年 6月と 7月に計 2回行った。堆積期間の 2005年 4月.......， 10 

月において，堆肥内部に 2ヶ所設置した温度ロガーで深さ約 50cmにおける

堆肥温度を測定した。この堆肥は春から夏にかけて堆肥温度の上昇(約

35
0

C)が認められたが，活発な好気発酵に伴う十分な温度上昇 (60""""70
0

C)に

は至らなかった。すなわち，本試験で採取した乳牛ふん尿堆肥については，

十分な堆肥化と腐熟化はあまり進行していないと予想された。 2005年 10月

に，深さ 0""""30cmおよび 30""""60cmから堆肥試料 (D5および D6)を計 2点採取

した。

(2) 一般酪農家より採取した堆肥

一般酪農家の堆肥として， (常呂郡佐日間町)の I牧場から堆肥試料を採取

した。 I牧場では，牛舎から排出されるふん尿について，パーンクリーナー

で固液分離を行い，敷料として使用されている麦稗が混ざったふん尿固形分

に，さらに水分調整材としてオガクズ(近隣の肉牛農家で敷料として利用さ

れ，エアレーションにより乾燥したもの)を加えている。これを 2ヶ月堆積

および発酵させた，いわゆる完熟堆肥 1点 (D7)を 2005年 10月に採取した。

9 



現地調査より， 1牧場で製造されている乳牛ふん尿堆肥は，ミミズが堆肥の

中にたくさん見つかれ，十分な好気的発酵を伴う堆肥化が観察された。

(3) 公共牧場により採取した堆肥

乳牛の育成預託を行っている公共牧場(北海道河東郡上士幌町)の堆肥化

処理施設から，撹枠方式により製造された牛ふん尿堆肥を 2006年 10月に採

取した。この堆肥は，同牧場の牛舎から排出された高水分乳牛ふん尿に，オ

ガクズおよび古紙を混合して水分含量を約 72"'-'73怖に調整した後に，送風式

堆肥舎で 9日間の前処理発酵を行う。その後，開放・直線型堆肥化装置で自

動撹枠と通風を行って約 20日間の 1次発酵処理を行い，さらに，堆肥舎で

約 60日間の 2次発酵処理による堆肥化が行われている。本研究では，前処

理発酵を行った後の製造初期段階にある堆肥 (D8)と， 2次発酵を行った後の

処理終了段階にある堆肥 (D9)を計 2点採取した。

2-2-2 肉牛ふん原堆肥

(1) パーク堆肥製造工場より採取した堆肥

牛ふん尿パーク堆肥の製造と販売を行っている森産業株式会社(北海道河

東郡士幌町)の堆肥製造工場において，肉牛ふん尿を主原料としたパーク堆

肥を 2004年 9月に採取した。このパーク堆肥は，同工場に隣接する畜産農

家において排出された肉牛ふん尿と，製材工場から排出されるパークの混合

物を堆積・切返しして製造されている。肉牛ふん尿とパークの混合比率は容

積比で 6:4であり，堆積後 1ヶ月毎に切返しを行い，約 15ヶ月間の堆積に

より堆肥化を行っている。本研究では，堆積期聞が 5ヶ月間 (B1)および 12

ヶ月間 (B2)の堆肥計 2点を，いずれも切返し作業の直後に採取した。

また， 2006年 10月には，同じ堆肥盤から堆積後 1ヶ月が経過して 1回目

10 



の切返しを行った直後の製造初期段階にある堆肥 (B6)と，堆積後約 1年が経

過して 12回目の切返しを行った後に天日乾燥を行い，さらに 8mmの舗を通

過させた出荷直前段階にある堆肥 (B7)計 2点を採取した。

さらに， 2007年 7月には，同じ堆肥盤から 12ヶ月以上堆積後， 8mmの簡

に通した堆肥 (B8)1点を採取した。

(2) 一般畑作農家より採取した堆肥

有限会社大平畜産工業(河東郡鹿追町)では，肉牛牛舎の敷料としてカラマ

ツ間伐材を主原料とするエコカールマットを使用している。同社では，使用

済み敷料について，エアレーション施設を用いて発酵と乾燥を行い，再び敷

料としてリサイクル使用している。敷料として 3回使用した時点で，ふん尿

の臭いが消えにくくなるため，敷料としては使用をやめている。有限会社大

牧農場(河東郡音更町)では，この敷料堆肥を主な原料として，敷料堆肥 6，

生鶏ふん 3，野菜残j査 1の割合で混合して発酵させて堆肥を製造している。

堆肥は，自動撹枠装置とエアレーション設備を組み合わせたオープン式堆肥

盤で約 1ヶ月にわたって 1次発酵させ，その後，コンクリート床の堆肥盤で

数ヶ月から 1年間にわたって 2次発酵(熟成)を行って腐熟化させている。本

研究では，大平畜産の敷料堆肥 (B3)，大牧農場で作られた完熟堆肥 (B4)計 2

点を{吏用した。

(3) 一般畜産農家より採取した堆肥

肉牛ふん尿を原料とする堆肥を製造している一般畜産農家として，河東郡

士幌町の K牧場から堆肥試料を採取した。 K牧場では，肉牛牛舎から排出し

た肉牛堆肥を約 30年間堆積して熟成させた堆肥を保管している。この異常

とも言えるほど，極めて腐熟化が進行していると予想される堆肥 (B5)1点を
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2005年 6月に採取した。

以上の堆肥試料について，現地にて採取した後に速やかに実験室へ持ち帰

り， 1050Cの通風乾燥機内で 24時間以上乾燥して堆肥現物当りの水分含量を

測定した。さらに，乾燥した堆肥を粉砕機にて微粉砕した試料を調整し，以

下の実験に用いた。なお，堆肥から腐植を水抽出するためには未乾燥試料を

用いることが好ましいが，とくに好気的な発酵がほとんど起こっていない堆

肥や木質系の副資材が多く残る堆肥から均質な試料を採取することは極め

て困難である。そのため，本研究では，乾燥と微粉砕による前処理を行った

試料を供試した。表 2-1に堆肥試料を分類し，その概要をまとめて記載した。

2-3 実験方法

2-3-1 一般理化学性および腐植化度の測定

堆肥の一般理化学性について，堆肥等有機物分析法(日本土壌協会 2000)

により測定した。

(1) 水分含量

未乾燥の供試試料について，適量を大型の蒸発皿に取り， 1050
Cの乾燥機

で 48時間乾燥させた。乾燥後の試料を秤量し，重量減少量より水分含量を

求めた。

(2) 灰分含量

乾燥および微粉砕を行った試料約 19をるつぼに精秤し， 105
0

Cの乾燥機で

一晩乾燥させた後の重量減少量から試料水分量を求めた。その後，マッフル

炉 (ADVANTEC: OPM-28S)に入れ，急激な温度上昇による試料の燃焼を防ぐた
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め初めは 2000Cに設定し， 30分毎に 50
0

Cずつ， 550
0

Cまで温度を上昇させた。

マップル炉内の温度が 5500

Cに安定した後， 4時間強熱した。炉内で放冷後，

るつぼ内に残った灰分を秤量し，重量減少量より灰分含量を求めた。

(3) pHおよび電気伝導度 (EC)

乾燥および微粉砕した試料を 100mLポリ瓶に量り取り，重量比 1: 10にな

るように蒸留水を加えた。堆肥試料の場合，試料中のアンモニアが揮散する

と pH値が変動する可能性があるため，けん濁は軽く数回程度とし，直ちに

ガラス電極 pHメーター (HORIBR: F-23)で測定を行った。 pHの測定終了後速

やかに 30分振とうを行い，振とう終了後，けん濁液について ECメーター(竹

村電機製作所:CM-50D)で電気伝導度 (EC)の測定を行った。

(4) 全炭素・窒素含量

乾燥および微粉砕を行った 15"-'20mgの試料について， CHN全自動元素分

析装置(エレメンタール社:varioELIII)を用いた乾式燃焼法により，全炭素

含量および全窒素含量の測定を行った。

(5) 腐植化度

腐植化度は，泥炭の分解度指標として用いられている方法 (Kaila1956) 

に準じて，ピロリン酸ナトリウム抽出液の波長 550nmにおける吸光度を測定

した。

乾燥および微粉砕を行った試料 0.2gを遠沈管に量り取り， 0.025mo1/Lピ

ロリン酸ナトリウム溶液 20mLを加え， 16時間振とうした。振とう終了後，

凝集剤として O.1%Accofloc溶液 0.2mLを加え， 15000Gで 10分間遠心分離

機にかけた。その後，ろ紙 (ADVANTEC: No. 6)を用いて上澄みを 100mLポリ三
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角フラスコにろ過した。このろ液を，メンブランフィルター (ADVANTEC : O. 45 

μm)を用いて限外ろ過した。限外ろ過により得たろ液を蒸留水で 5倍に希釈

し，分光光度計(島津製作所:UVmini -1240)を用いて，波長 550nmの吸光度

を測定した。測定値を 100倍し腐植化度とした (Kaila1956 ;近藤・遠藤

1993 ;谷ら 2001)。

2-3-2 水溶性腐植の抽出

乾燥および微粉砕した試料 19に蒸留水 50mLを加え，室温で 16時間振と

うし，遠心分離 (10000G，15分間)と孔径 0.45μmのメンプランフィルター

(ADVANTEC:セルロースアセテートタイプ)を用いたろ過により抽出液を得た。

2-3-3 水溶性腐植物質の分離

堆肥から水に抽出された腐植の分画と定量，および分画した腐植酸の形態

分析は以下の通りに行った (Kumadaet al. 1967;熊田 1981; Maie et al. 

2002)0 2-3-2項で得られたろ液 30mLを 50mL容のビーカーに量り取り，濃

硫酸を用いて pHl.0に調整した。これを一晩静置し，腐植酸画分を沈殿させ

た。この溶液を定量ろ紙 (ADVANTEC: No. 6)を用いてろ過し，ろ液を 50mL容

のメスフラスコで受けた。ろ紙上の沈殿物を 0.05mol/L硫酸 (pHl.0)で洗浄

した後，同液を用いて，ろ液を定容した。ろ紙上の沈殿物を適量の O.1mol/L 

水酸化ナトリウム溶液で溶解し，同液を用いて 50mLないし 100mLに定容し，

腐植酸画分を得た。

また，ろ液については疎水性物質吸着樹脂カラム (SUPELCO:DAX-8)に通し，

O. 1mol/L水酸化ナトリウム溶液で脱着させてフルボ酸画分を得た。なお，

堆肥から抽出され，上記操作で分画される腐植酸画分およびフルボ酸画分に

は非腐植物質も含まれる，あるいは分画されない画分にも腐植物質の一部が
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含まれると考えられるが(熊田・鈴木 1969;Watanabe and Kuwatsuka 1992)， 

本研究では各画分を便宜的に腐植酸およびフルボ酸として取り扱うことに

した。

2-3-4 水溶性腐植物質の有機炭素量の測定

2-3-3 項で分画された腐植酸液およびフルボ酸液中の有機炭素濃度は重

クロム酸カリウムー硫酸混液を用いた比色法により測定した(立)11 1966)。ガ

ラス試験管に各溶液 2mLを採取し， 0.5N重クロム酸カリウム硫酸混液 4mL

を急速に加えた。直ちに振とうし，室温まで冷ました後，分光光度計(日立

製作所:U-1100)を用いて波長 645nmの吸光度を測定した。なお，蒸留水 2mL

に 0.5N重クロム酸カリウム硫酸混液 4mLを加えた液をブランクとした。有

機炭素濃度は，同時に作成したショ糖の検量線から求めた。ショ糖 875.Omg 

を 100mL容メスフラスコに量り取り，蒸留水で定容した。このショ糖溶液を

50mL容メスフラスコに 2，4， 6， 8および 10mL採取し，蒸留水で定容した。

これらのショ糖標準溶液と蒸留水について，試料と同様の操作を行い，吸光

度を測定して検量線を作成した。

2-3-5 水溶性腐植酸の相対色度と色調係数

2-3-3項で得られた腐植酸の沈殿物を水酸化ナトリウム溶液で再溶解後，

直ちに波長 220nmから 700nmまでの吸収スベクトルについて自記分光光度計

(島津製作所:UVmini -1240)を用いて測定した。吸収スベクトル測定時の腐

植酸溶液については，波長 400nmの吸光度が1.0前後となるように希釈した。

また， 2-3-4項で測定した腐植酸溶液中の有機炭素濃度と波長 400nmおよび

600nmにおける吸光度から， L]logK(色調係数)と RF値(相対色度)を算出し

た(太田 1985)。
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.Lll ogK = 1 og (E400/E600) 

RF= (E600 X 1000/ (b X 33.3)) 

ただし， E400と E600はそれぞれ波長 400nmおよび 600nmにおける腐植酸液

の吸光度， bは腐植酸液 2mL中の有機炭素量 (mg)である。

2-4 結果および考察

2-4-1 一般理化学性および腐植化度

供試牛ふん尿堆肥の一般理化学性および腐植化度の結果を表 2-2 に示し

た。

水分含量は乳牛ふん尿堆肥で 56.2'"'-83.5札肉牛ふん尿堆肥で 49.2'"'-

71. 7協の範囲であり，乳牛ふん尿堆肥と肉牛ふん尿堆肥と比べると，水分含

量は肉牛ふん尿堆肥より乳牛ふん尿堆肥のほうが高い傾向であった。この高

い水分含量は十分な発酵に伴う温度上昇もほとんど認められなかったこと

を反映していると考えられた。

灰分含量は，全体的に肉牛ふん尿堆肥の方が乳牛ふん尿堆肥よりも低い傾

向が認められた。乳牛ふん尿堆肥では 16'"'-60札肉牛ふん尿堆肥では 11'"'-40切

であった。これは堆肥化あるいは腐熟化の進行を反映しているのではなく，

肉牛ふん尿堆肥では，副資材として灰分含量が少ないパークや木質系の資材

が使用されているため，その影響を強く受けたためであると考えられた。

堆肥の全炭素含量は，水分含量や灰分含量とは異なり，堆肥試料間別で顕

著な差は認められなかった。肉牛ふん尿堆肥のうち，パーク堆肥については

他の試料よりも全炭素含量が高かったが，これは敷料として用いられていた

ノ〈ーク資材がふん尿量に対して元々多く含まれており，堆肥化後も大部分が

分解されずに残っているためと考えられた。
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一般的に，堆肥の C/N比は，堆肥化の進行に伴って減少し，腐熟化が進む

と約 15.-....， 20の範囲を示すようになると言われている(松崎 1992;藤原

2003)。本章で供試した堆肥試料については，堆肥の種類に関係なく，概ね

15.-....， 25の範囲であった。 C/N比についても，試料別で比較して大きな差は見

られなかった。これは，全炭素含量と同様に， C/N比は堆肥化や腐熟化の進

行を反映しておらず，むしろ堆肥の原料や副資材の違いを大きく反映してい

ることによると考えられる。すなわち，本章で供試した堆肥試料における全

炭素含量や C/N比の違いは，堆肥化や腐熟化の進行を反映しているのではな

く，堆肥の原料や副資材の差による影響を強く受けていると判断される。

腐植化度については，乳牛ふん尿堆肥で 5.1.-....， 12.3，肉牛ふん尿堆肥で 7.7

.-....， 59.3であり，肉牛ふん尿堆肥の方が乳牛ふん尿堆肥よりも高い傾向が認

められた。

2-4-2 水溶性腐植酸およびフルボ酸の有機炭素量

水溶性腐植酸炭素量およびフルボ酸炭素量の結果を図 2-1および図 2-2

に示した。

水溶性腐植酸炭素量については，畜種による違いは認められないが 0.5.-....，

13.6mg/gの範囲であり，大きく異なった。一部の試料の水溶性腐植酸炭素

抽出量は多かったが，ほとんどの試料の水溶性炭素量は 6mg/g以下であった。

また，水溶性フルボ酸炭素量は， 1. 1.-....， 9. 1mg/gの範囲であった。水分含

量が比較的高く，堆肥化があまり進行していない乳牛ふん尿堆肥の一部の試

料で 7.7.-....， 9. 7mg/gであり，より多くなる傾向が見られた。これらの試料を

除くと，乳牛ふん尿堆肥試料と肉牛ふん尿堆肥試料の違いによらず， 5mg/g 

以下であった。
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2-4-3 水溶性腐植酸の相対色度

水溶性腐植酸の相対色度を図 2-3に示した。

水溶性腐植酸の相対色度 (RF値)については，水溶性フルボ酸炭素量とま

ったく異なる傾向が見られた。肉牛ふん尿堆肥では 30.8'"'"'50. 3の範囲にあ

り顕著に高い値を示した。また，高水分乳牛ふん尿堆肥では低く，ほとんど

の試料は 20以下であった。

牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性腐植の形態分析を表 2-3に示した。

.LJ logKについては，乳牛ふん尿堆肥では1.0前後の値を示した。肉牛ふ

ん尿堆肥では 0.87'"'"'1.27の範囲であった。ほとんどの試料については腐植

酸が Rp型であったが，一部の試料では既存の研究成果とは顕著に異なり，

比較的腐熟化が進んだ B型腐植酸に分類された。

2-5 要約

本章では，乳牛ふん尿と肉牛ふん尿を主原料とする堆肥について，一般理

化学性，腐植化度を測定した。また，堆肥から水溶性腐植を抽出し，水溶性

腐植酸および水溶性フルボ酸を分離し，水溶性腐植酸炭素量，水溶性フノレボ

酸炭素量および水溶性腐植酸の相対色度を調べた。

水分含量および灰分含量については顕著な違いが認められた。乳牛ふん尿

堆肥と肉牛ふん尿堆肥とを比べると，水分含量は肉牛ふん尿堆肥より乳牛ふ

ん尿堆肥のほうで高い傾向にあった。この高い水分含量は十分な発酵に伴う

温度上昇がほとんど認められなかったことを反映していると考えられた。ま

た，灰分含量は全体的に肉牛ふん尿堆肥の方が乳牛ふん尿堆肥よりも低い傾

向が認められた。これは堆肥化あるいは腐熟化の進行を反映しているのでは

なく，副資材として灰分含量が少ないパークや木質系の資材が使用されてお
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り，その影響を強く受けたためであると考えられた。堆肥の全炭素含量は，

水分含量や灰分含量とは異なり，畜種間に顕著な差は認められなかった。 C/N

比についても畜種聞に比較して大きな差は見られなかった。これは堆肥化や

腐熟化の進行を反映しているのではなく，堆肥の原料や副資材の差による影

響を強く受けていると判断される。

水溶性腐植酸およびフルボ酸炭素量は，いずれの堆肥においても少なかっ

た。これは堆肥に含まれる腐植物質は水によって抽出されにくいためである

と考えられた。相対色度は好気発酵の進んだ肉牛ふん尿堆肥で乳牛ふん尿堆

肥より高い傾向が見られた。
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第 3章 堆肥化および腐熟化の程度が異なる牛ふん尿堆肥に含まれる

水溶性腐植物質の構造特性

3 - 1 はじめに

これまでに堆肥などに含まれる腐植物質に関する報告は，いくつか見られ

るが，多くの研究では，実験室内や小規模試験で試作されたモデ、ル的な堆肥

を対象としており，好気的発酵が起こるように最適な水分調整や切り返しが

十分に行われ，中には保温により腐朽化を促進させるなど，堆肥化や腐熟化

が確実に起こることを前提に試料の調製が行われている。しかし，第 2章で

述べたように農業生産現場では，現実的に製造され，かっ実際に圃場還元に

より利用されていない，あるいは腐熟化が進んでいない堆肥が多いのが実状

であり，そのような堆肥について，その堆肥化過程や腐熟度と腐植物質の形

態分析および化学的特徴を明らかにした研究はほとんどない。

そこで本章では，堆肥化の進行や腐熟度の異なる牛ふん尿堆肥について，

とくに野外での堆肥化試験で試作された堆肥や，一般の畜産農家および畑作

農家が製造している実際的な堆肥を対象に，水溶性腐植の形態分析および腐

植酸のスベクトル解析を行い，それらの構造特性を明らかにすることを目的

とした。

3-2 供試堆肥

堆肥の原料や発酵過程などの違いが牛ふん尿堆肥の腐植化に及ぼす影響

を調べるために，第 2章で述べた供試堆肥試料の中から，堆肥化の進行およ

び腐熟度が著しく異なる以下の 4点の堆肥を供試した。

26 



2-2-1項 (1)で述べたように，堆肥盤で製造した堆肥化および腐熟化があ

まり進行しなかった 1ヶ月間堆積後 (D1)および 5ヶ月間堆積後 (D3)の高水分

乳牛ふん尿堆肥の 2点を供試した。

また， 2-2-2項 (2)で述べたように，大平畜産工業の肉牛ふん尿敷料堆肥

(B3)および大牧農場で作られた堆肥化および腐熟化が進んだ肉牛ふん尿敷

料と鶏糞の混合堆肥の (B4)2点を供試した。

3-3 実験方法

3-3-1 一般理化学性および腐熟度の測定

堆肥化および腐熟化の程度が異なる牛ふん尿堆肥の一般理化学性は

2-3-1項と同様に分析した。

堆肥の腐熟度指標として，熱水抽出液によるコマツナ幼植物発芽試験を行

った。この試験は，堆肥成分の中でコマツナの発芽等に対し害を及ぼす成分

の有無を検証することを目的とじた(日本土壌協会 2000)。試料 2.5gを 100

mL三角フラスコに量り取り 沸騰水 50mLを加えた。アルミホイルでふたを

して 1時間の静置後，定量ろ紙 (ADVANTEC: No. 6)を用いてろ過した。発芽試

験シート(富士平工業株式会社:たねびた)にコマツナ種子(タキイ種苗:夏

楽天)を 50粒播き，プラスチックシャーレに敷いた。ろ液 10mLをシャーレ

に分注し， 25
0
Cの恒温機(ヤマト科学:IS62)に静置した。なお，対照区とし

て蒸留水 10mLを入れたものを用意した。試験開始から 48時間後に発芽数を

計測し，発芽した種子に、いては根長を測定した。試験は 3連で行った。

3-3-2 水溶性腐植の抽出

堆肥化および腐熟度が異なる堆肥から水溶性腐植の抽出は， 2-3-2項と同
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様に行った。

3-3-3 水溶性腐植物質の分離

堆肥化および腐熟度が異なる堆肥から抽出された水溶性腐植物質の分離

は 2-3-3項と同様に行った。

3-3-4 水溶性腐植酸およびフルボ酸の有機炭素量の測定

堆肥化および腐熟度が異なる堆肥から抽出された水溶性腐植酸およびフ

ルボ酸の有機炭素量の測定は 2-3-4項と同様に行った。

3-3-5 水溶性腐植酸の紫外可視吸収スペクトルの測定

堆肥化および腐熟度が異なる堆肥から抽出された水溶性腐植酸の紫外可

視吸収スベクトルは， 2-3-3項の操作によって腐植酸の沈殿物を水酸化ナト

リウム溶液で再溶解後，直ちに波長 220nmから 700nmまでの紫外可視吸収ス

ペクトルについて，自記分光光度計(島津製作所:UVmini-1240)を用いて測

定した。

3-3-6 水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの測定

3-3-2項で述べたように水抽出により得られた抽出液の一部について，濃

塩酸を加えて pHl.0に調整し，一晩静置して腐植酸を沈殿させた。腐植酸の

沈殿を定量ろ紙 (ADVANTEC: No. 6)上に集め， O. 1mol/L水酸化ナトリウム溶

液で再溶 解 さ せ た 後 に ， 陽 イオン交換樹脂カラム (SUPELCO:Amberlite 

IR120H)に通過させて『型に変換し，凍結乾燥(東京理科器械:FD-1)を行っ

た。得られた腐植酸粉末をメノウ乳鉢で粉砕し，簡易プレスを用いて KBr

べレットを作成した。希釈濃度は 100倍とした。波数 400cm-1から 4000cm-1
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までの赤外吸収スベクトルについて，フーリエ変換赤外線分光光度計(日本

分光:FT-IR420)を用いて透過法で測定した。

3-4 結果および考察

3-4-1 一般理化学性および腐熟度の比較

堆肥化および腐熟化の程度が異なる 4種類の牛ふん尿堆肥の一般理化学

性およびコマツナ発芽試験の結果を表 3-1に示した。

堆積 1ヶ月後および 5ヶ月後の高水分乳牛ふん尿堆肥は，水分含量がいず

れも 80%以上と高く，堆積期間の経過とともに灰分含量，全窒素含量が増加

し，全炭素含量と C/N比が減少した。現地での観察では，堆積 5ヶ月後の堆

肥において悪臭が強く，高濃度の硫化水素が検出されたことから(データ略)， 

好気的な発酵ではなく嫌気的な発酵が進行したと考えられた。また，堆積 5

ヶ月後の pHが高かったことは，嫌気的な分解に伴うアンモニアの生成に起

因すると考えられた。一方，肉牛ふん尿敷料堆肥は，水分含量が 71切と乳牛

ふん尿堆肥よりも低く，かっ灰分含量が低く，全炭素含量が高かったことか

ら，敷料として用いられたカラマツ間伐材チップの影響を強く受けていると

考えられた。さらに，肉牛ふん尿敷料と鶏糞の混合堆肥は，水分含量が 52覧

と他の堆肥よりも低く，鶏糞や野菜残濯を添加したことによって，好気的な

発酵が進行して水分が蒸発したことを反映していると考えられた。

コマツナ発芽試験の結果では，高水分乳牛ふん尿堆肥の発芽率が低く，と

くに堆積 1ヶ月後の堆肥では全く発芽しなかった。また，堆積 5ヶ月後の堆

肥は 30弘が発芽したものの，根長指数が 3.8%と極めて低かった。肉牛ふん尿

敷料堆肥および混合堆肥の発芽率はいずれも 90略以上と高く，作物に悪影響

を及ぼさない程度まで腐熟化が進行していると考えられた。一方，根長指数
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は肉牛ふん尿敷料と鶏糞の混合堆肥が肉牛ふん尿敷料堆肥よりも高かった。

このことは，肉牛ふん尿敷料堆肥には分解が不十分な木質系資材が多く含ま

れ，資材中に植物の生育阻害物質が残存していることを示唆しており(原田

2004) ，腐熟化が十分ではないことを示していると考えられた。

以上のことから，本章で供試した 4点の牛ふん尿堆肥は，原料や堆肥化過

程が異なるために堆肥化の進行に伴う腐熟度を単純に比較することはでき

ないものの，高水分乳牛ふん尿堆肥については腐熟化がほとんど進んでおら

ず，肉牛ふん尿敷料堆肥および肉牛ふん尿敷料と鶏糞の混合堆肥については，

ある程度の腐熟化が進んでいるが，木質系資材を多く含むため，とくに好気

的な発酵により短期間の堆肥化を経ただけの肉牛ふん尿敷料堆肥では腐熟

化が不十分であることが示された。

3-4-2 水溶性腐植の形態分析の比較

堆肥化および腐熟化の程度が異なる牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性

腐植の形態分析結果を表 3-2に示した。

水溶性腐植の抽出割合は，高水分乳牛ふん尿堆肥では 7'"'-'10札肉牛ふん

堆肥で 3'"'-'聞であった。高水分乳牛ふん尿堆肥の水溶性腐植の抽出割合は，

肉牛ふん尿堆肥より多かった。本章で供試した堆肥試料の中で最も腐熟度の

高かった肉牛ふん尿混合堆肥では，沈殿部割合 (PQ)が 60札腐植酸の RF値

が 50と高く，腐植酸は B型に分類された。本研究で供試した肉牛ふん尿混

合堆肥は，おがくず牛ふん尿堆肥を供試した既存の研究で報告された腐植酸

と比べて RF値が著しく高く，既存の研究では全く認められていない B型に

分類された (Suzukiand Kumada 1976 ;渡辺ら 1981)。高水分乳牛ふん尿堆

肥は堆肥化や腐熟化がほとんど進んでいない，腐植酸としては極めて未熟な

Rp型に分類された。これらの成分は主にふん中の未消化繊維，および敷料
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として利用された少量の麦稗などの植物腐朽体に含まれるリグニンを主と

する非腐植物質成分に由来すると考えられた(熊田・鈴木 1969; Suzuki and 

Kumada 1972)。好気的な発酵がほとんど進んでいないにもかかわらず，高水

分乳牛ふん尿堆肥は，堆肥化期間の経過に伴う RF値の増加と.LIlogKの減少

が認められた。この結果は，腐植化が進んだことを示すものではなく，腐植

酸画分に抽出される脂肪酸などの化合物が分解されたことによって，相対的

に RF値の上昇を引き起こしたと考えられた (Genevini et a1. 2002a)。

3-4-3 水溶性有機炭素の腐植物質への分配割合の比較

水溶性有機炭素に占める腐植酸炭素とフルボ酸炭素の分配割合を図 3-1

に示した。

水溶性有機炭素に占める腐植酸炭素およびフルボ酸炭素の割合は，約 40

"-' 7 0出であった。とくに，高水分乳牛ふん尿堆肥 1ヶ月目では，腐植酸炭素

の割合が極めて低く，腐植酸やフルボ酸に分画されない成分が多く抽出され

た。高水分乳牛ふん尿堆肥 5ヶ月目では，好気的な発酵を伴う堆肥化や腐熟

化が進まなかったが，高水分乳牛ふん尿堆肥 1ヶ月と比べて有機炭素に占め

る腐植酸炭素の割合が顕著に高かった。高水分乳牛ふん尿堆肥では，嫌気的

な発酵により揮発性脂肪酸や易分解性有機物などに由来する有機炭素が減

少したことにより腐植酸炭素の占める割合が相対的に増加したと考えられ

た。また，表 3-1に示したように堆肥化期間の経過に伴って pHが上昇して

おり，堆肥化 5ヶ月目における高い pHが腐植酸炭素の抽出割合を高めた一

因であると考えられた。一方，肉牛ふん尿敷料堆肥では，鶏糞との混合再発

酵により，水溶性有機炭素に占める腐植酸炭素の割合が増加し，フルボ酸炭

素の割合が減少した。肉牛ふん尿敷料堆肥および鶏糞との混合堆肥では，水

溶性腐植酸炭素含量がそれぞれ 3.8mg/g，12.0mg/gであり，抽出された有
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機炭素中に占める割合だけでなく，その含量が大幅に増加した。このことは

好気的な発酵を伴う堆肥化と腐熟化過程において生成した可動性の高い腐

植酸の増加を反映していると考えられた。

3-4-4 水溶性腐植酸の紫外可視吸収スペクトルの比較

水溶性腐植酸の紫外可視吸収スベクトルを図 3-2に示した。

水溶性腐植酸では，リグニンに特徴的な 330nmから 400nm付近にかかる緩

やかな吸収がいずれの堆肥においても明瞭ではなかった。高水分乳牛ふん尿

堆肥の水溶性腐植酸は， 280nm付近の弱い肩状吸収および 330nmから 400nm

付近にかかる緩やかな吸収がわずかに認められた。肉牛ふん尿敷料堆肥およ

び鶏糞との混合堆肥から抽出した水溶性腐植酸では，ほとんど明瞭な吸収が

見られなかった。これらのことは，水抽出される可動性の高い腐植酸は，リ

グニンなどの非腐植物質の影響を受けにくく，とくに好気的な発酵と腐熟化

が進行した堆肥では，高い温度と圧力の下に生成した腐植化の進んだ腐植酸

の影響を強く反映すると考えられた。

3-4-5 水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの比較

水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スベクトル(以下 FT-IRスベクト

ノレ)を図 3-3に示した。

各 FT-IRスベクトルに認められた吸収バンドの帰属は Stevenson(1994)に

よる腐植酸の FT-IRスベクトル分析の概念，物理的に分画した稲わら堆肥か

ら抽出した腐植酸の IRスベクトルの報告(広瀬・熊田 1972)，稲わら堆肥や

厩肥から抽出した Rp型腐植酸の IRスベクトルの報告 (Suzukiand Kumada 

1972) ，各種廃水処理汚泥を原料とする堆肥から抽出した腐植酸の FT-IRス

ベクトルの報告 (Gerasimowiczand Byler 1985)，牛ふん尿を原料とする堆
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肥から抽出した腐植酸の FT-IRスベクトルの報告(Inbaret al. 1990)，製

紙スラッジを原料とする堆肥から抽出した腐植酸の FT-IRスベクトルの報

告 (Provenzanoet al. 1998)，都市廃棄物を原料とする堆肥から抽出した腐

植酸の FT-IRスペクトルの報告 (Gonzalez-Vilaet al. 1999)，下水汚泥コ

ンポストから抽出した腐植酸の FT-IRスベクトルの報告 (Sanchez-Monedero

et al. 2002)に従った。本章で供試した堆肥の水溶性腐植酸の FT-IRスペク

トルに認められた主要な吸収バンドおよびその帰属は， 2920cm-1付近(脂肪

族 C-H伸縮振動)， 1720cm-1付近(カルボキシル基の C=O伸縮振動)， 1650cm-1 

......_， 1620cm-1 (アミド Iの C=o伸縮振動ないし芳香族 C=Cの伸縮振動)， 1460cm-1 

付近(脂肪族の C-H変角振動ないしリグニン芳香環の伸縮振動)， 1220cm-1付

近(カルボキシル基の C-o伸縮振動， O-H変角振動ないしアミドEの C-N伸

縮振動)， 1140cm-1付近(脂肪族 CH2の対称伸縮振動，各種官能基の O-Hまた

は C-O伸縮振動ないし芳香環の変角振動)， 1040cm-1付近(多糖類の C-O伸縮

振動)とした。

水溶性腐植酸では， 1720cm-1付近および 1220cm-1付近のカルボキシル基に

由来するとされる吸収バンドが顕著であり，とくに肉牛ふん尿敷料堆肥およ

び鶏糞との混合堆肥で強い吸収バンドが認められた。 1650cm-1付近のアミド

IのC=O伸縮振動ないし芳香族 C=Cの伸縮振動に由来するとされる吸収バン

ドも明瞭であり，堆肥化や腐熟化が進行した堆肥で顕著であった。一方，

2920cm-1付近の脂肪族 C-H伸縮振動に由来する吸収バンド，および 1040cm-1

付近の多糖 C-O伸縮振動に由来する吸収バンドも認められたが，堆肥による

大きな差は認められなかった。原料に含まれる糖類は堆肥化過程で比較的早

く分解されると考えられるが本研究では閉じ原料に由来する堆肥を供試し

ていないため，糖に由来する吸収バンドの強度が減少しなかったと考えられ

る。また，都市廃棄物を原料とする堆肥について， 7週間の堆肥化前後にお
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いて FT-IRスペクトルでは 1010cm-1付近の糖に由来する吸収バンドに大きな

差が見られなかったのに対し，13C-NMRでは炭水化物に由来する領域が堆肥

化の進行に伴って明瞭に減少することが報告されており (Gonzalez-Vilaet 

a1. 1999)，今後は他のスベクトル解析も組み合わせて検討する必要がある

と考えられる。

以上の紫外可視吸収スベクトルおよび FT-IRスベクトル解析の結果から，

堆肥化や腐熟化の程度が大きく異なる牛ふん尿堆肥から抽出された腐植酸

の構造単位の存在割合は，著しく異なることが明らかとなった。水により抽

出された可動性が高い腐植酸は，とくに堆肥化や腐熟化が進行した肉牛ふん

尿敷料堆肥と鶏糞との混合堆肥でカルボキシル基やアミドなどの腐植酸の

構造単位変化を強く反映した。

3-5 要約

堆肥化の進行や腐熟度が大きく異なる牛ふん尿堆肥について，一般の畜産

農家および畑作農家が製造し，かっ圃場還元している実際的な堆肥を対象に，

牛ふん尿の堆肥化と腐熟化に伴う腐植酸およびフルボ酸の化学的特徴，およ

び腐植酸のスベクトル解析から構造単位の存在割合の違いを明らかにした。

さらに，土壌中での可動性が高いと考えられる水溶性腐植を水により抽出し，

その光学的特性や構造単位の違いを明らかにした。

堆肥化および腐熟化の程度が異なる 4 種類の牛ふん尿堆肥から抽出した

水溶性腐植物質の光学的特性を調べた。水溶性腐植酸の RF値は高く，好気

的な発酵がほとんど進んでいないと判断された高水分乳牛ふん尿堆肥につ

いても，堆肥化期間の経過に伴う RF値の増加に示される腐植化の進行が認

められた。
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紫外可視吸収スベクトルおよびフーリエ変換赤外吸収スベクトル解析の

結果から，堆肥化や腐熟化の程度が大きく異なる牛ふん尿堆肥から抽出され

た腐植酸の構造は著しく異なることが明らかとなった。

本研究で対象とした実規模で製造および利用されている牛ふん尿堆肥の

うち，とくに好気的な発酵や十分な腐熟化を経た肉牛ふん尿敷料堆肥では，

実験室規模や小規模堆肥化試験から得られた既存の研究成果とは異なり，相

対色度は 40前後と高い値を示した。一方，好気的な発酵がほとんど生じな

い高水分乳牛ふん尿堆肥は，堆積に伴う腐植化の変化，腐植酸の構造単位の

存在割合も未消化繊維や敷料などの腐朽植物遺体に由来するリグニンなど

の非腐植物質の構造特性を強く反映した。また，土壌中での可動性が高く，

植物の生育や生理活性に直接的に影響を与えると考えられる水溶性腐植物

質は腐植化が進んでおり，とくに堆肥化や腐熟化が進行した肉牛ふん尿敷料

堆肥や肉牛ふん尿敷料と鶏糞との混合堆肥から抽出された水溶性腐植酸で

はカルボキシル基やアミドなどの構造単位が顕著に認められた。
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高水分乳牛ふん尿堆肥 (1ヶ月)

高水分乳牛ふん尿堆肥 (5ヶ月)

肉牛ふん尿敷料堆肥

肉牛ふん尿敷料と鶏糞の混合堆肥

0見 50出 100略
図腐植酸炭素 因フルボ酸炭素 口その他

図3-1水抽出された有機炭素の腐植物質への分配割合
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第 4章 堆肥化処理方式が異なる牛ふん尿堆肥に含まれる水溶性腐植

物質の構造特性

4 - 1 はじめに

家畜ふん尿の堆肥化処理方式は，堆積方式と撹枠方式の 2つに大別される

(押田ら 1998;羽賀 2004)。堆積方式は，適切な水分に調整した家畜ふん尿

を堆肥盤や堆肥舎に堆積させ，ショベルローダーなどを用いて切り返し操作

を行い，発酵を促進させる方式である(押田ら 1998)。この方式は，後述す

る撹搾方式のように特殊な施設や装置を必要としないという利点がある。切

返し操作は 20日から 1ヶ月程度の間隔で実施するため，撹持方式と比べて

日々の有機物分解量は少なく，処理日数が長くなるので，施設面積規模は比

較的大きいものとなる(押田ら 1998)。発酵を促進させるために発酵槽底面

から通気する場合があるが，水分調整が適切であれば無通気でも十分な発酵

が起こる。一方，撹祥方式は開放型と密閉型に分類される。牛ふん尿の堆肥

化処理では密閉型はほとんど利用されておらず，ハウスなどの建屋内に発酵

槽を設けて材料を撹枠機で強制的に切り返す開放型発酵装置が主流である

(押田ら 1998)。処理労力が小さく，かっ処理期間も短いという利点はある

が，施設の建設費や運転費が大きいという課題もある。さらに，オガクズな

どの難分解性成分が多い材料では，開放型発酵槽で約 1ヶ月間処理した後で

も未熟な状態となる部分があり，堆肥舎などで 2次発酵させて腐熟させる必

要がある(押田ら 1998)0. 

これまでに堆肥化処理方式が異なる牛ふん尿堆肥について，とくに堆肥化

処理方式が水溶性腐植物質の量的および質的な特性との関係を明らかにし

た研究はほとんどない。そこで本章では，大規模堆肥化施設において牛ふん
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尿を主原料として製造された堆肥を供試し，堆肥化処理方式の違いが牛ふん

尿堆肥の腐植化に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。

4-2 供試堆肥

本章では堆積方式および撹持方式から，それぞれ製造段階の異なる堆肥 2

点を供試した。

4-2ー 1 堆積方式による牛ふん原堆肥

堆積方式からは， 2-2-2項 (1)で述べた堆肥試料のうち， 2006年 10月に採

取した 2種類の試料を供試した。ひとつは，堆積 1ヶ月後の 1回目の切り返

し操作を行った直後の堆肥であり，もう一方は堆積後約 l年が経過して 12

回目の切り返し操作を行った後に天日乾燥を行い，さらに， 8mmの簡を通過

させた出荷直前段階にある堆肥である。本章では前者の試料を堆積方式初期，

後者の試料を堆積方式後期とした。

4-2-2 撹梓方式による牛ふん原堆肥

撹持方式からは， 2-2-1項 (3)で述べた 9 日間の前処理発酵を行った後の

堆肥と， 60日間の 2次発酵を行った処理終了段階にある堆肥の計 2点供試

した。前者の試料を撹搾方式初期，後者の試料を撹持方式後期とした。

4-3 実験方法

4-3ー 1 一般理化学性の測定

堆肥化処理方式が異なる牛ふん尿堆肥の一般理化学性は 2-3-1項と同様

に分析した。
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4-3-2 扇熟度，腐植酸含量および腐植化度の測定

(1) 腐熟度

腐熟度は，コマツナ発芽試験および易分解性有機炭素率を指標として判定

した。コマツナ発芽試験は 3-3-1項と同様に行った。易分解性有機炭素率は，

堆肥試料を土壌に添加して静置培養し，微生物分解により発生する二酸化炭

素量を測定した。土壌試料は，帯広畜産大学実験圃場から採取した淡色黒ボ

ク土表層試料 (0"-'15cm)の風乾土(<2mm)を用いた。乾土 10g相当の風乾土に

炭素 20mg相当の堆肥試料を添加し，土壌の水分含量が最大容水量の約 50覧

となるように蒸留水を加えて調整した。これを 0.5mol/L水酸化ナトリウム

溶液が入った容器とともにプラスチック瓶に密栓し， 30
0

Cの恒温器内で 4

週間静置培養した。 1週間毎に水酸化ナトリウム溶液は回収し， 3mol/L塩化

バリウム溶液 3mL とフェノールフタレイン溶液を加えた後に塩酸で滴定し

た。この滴定値から算出された二酸化炭素量の積算値を易分解性有機炭素量

とした。また，易分解性有機炭素量と堆肥全炭素量から易分解性有機炭素率

を求めた。

(2) 腐植酸含量

堆肥試料に含まれる腐植酸含量の測定は，農林水産省の定める「泥炭及び

腐植酸質資材の試験方法J (農林水産省生産局生産資材課 2001)に準じて行

った。

乾燥および微粉砕を行った試料 O.19を遠沈管に量り取り，界面活性剤含

有叫塩酸 25mLを加えた。発泡が静まるまで振り混ぜた後， 1時間振とうし

た。振とう終了後， 15000Gで 20分間遠心分離機にかけ，上澄みを除去した。

界面活性剤含有 O.04出塩酸 25mLを加え， 1分間振とう後， 15000Gで 20分間
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遠心分離機にかけ，上澄みを除去した。この界面活性剤含有 O.04話塩酸を用

いた操作を，さらにもう 1度行った。

遠沈管に 1出水酸化ナトリウム溶液 25mLを加え， 1時間振とう後， 15000G 

で 15分間遠心分離機にかけた。上澄み液は 100mLトールビーカーに移した。

この操作を同様に 2度繰り返した。 100mLトールビーカーに集めた上澄み液

について， 20略塩酸液を用いて pHl.0に調整し，一晩静置した。 pHの調整に

はガラス電極 pHメーター (HORIBA: F-23)を用いた。

この溶液をろ紙 (ADVANTEC: No.6)を用いてろ過した。ろ紙はあらかじめ

105
0

Cの乾燥機で一晩乾燥させて重量を量ったものを使用した。ろ紙上の沈

殿物を pHl.0に調整した塩酸を用いて洗浄した。洗浄後， 105
0Cの乾燥機で

一晩乾燥させ，ろ紙上の沈殿物を秤量し，腐植酸含量とした。測定は 2連で

行った。

(3) 腐植化度

腐植化度の測定は， 2-3-1項 (5)と同様に行った。

4-3-3 水溶性腐植の抽出

水溶性腐植の抽出は， 2-3-2項と同様に行った。

4-3-4 水溶性腐植物質の分離

水溶性腐植物質の分離は， 2-3-3項と同様に行った。

4-3-5 水溶性腐植酸およびフルボ酸の有機炭素量の測定

水溶性腐植酸およびフルボ酸の有機炭素量の測定は， 2-3-4項の立川法に

従って行った。
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4-3-6 水溶性腐植の形態分析

水溶性腐植の形態分析は， 2-3-5項と同様に行った。

4-3ー 7 水溶性腐植酸の紫外可視吸収スペクトルの測定

水溶性腐植酸の紫外可視吸収スベクトルの測定は， 3-3-5項と同様に行っ

た。

4-3-8 水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの測定

水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スベクトルの測定は， 3-3-6項と同

様に行った。

4-3-9 水溶性フルボ酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの測定

供試したフルボ酸粉末は 4-3-4項で得られたフルボ酸溶液を陽イオン交

換樹脂 (SUPELCO: Amberl i te IR-120)に通過させて w型に変換し，凍結乾燥

(東京理科器械:FD-l)によって精製した。フルボ酸粉末をメノウ乳鉢で粉砕

し，簡易プレスを用いて KBrベレットを作成した。希釈濃度は 100倍とした。

赤外吸収スベクトルの測定は波数 400cm-1から 4000cm-1までの範囲について，

フーリエ変換赤外線分光光度計(日本分光 :FT-IR420)を用いて透過法で測定

した。

4-3-10 水溶性腐植酸およびフルボ酸の分子サイズの測定

水溶性腐植酸およびフルボ酸の分子サイズの測定は，高速サイズ排除クロ

マトグラフィー (HPSEC)を使って行った。試料液は陽イオン交換樹脂に通し

た水溶性腐植酸およびフルボ酸溶液をそれぞれ 200μL取り，溶離液 800μL
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を加えて試料液とした。溶離液は pH7.0に調整した 10mmol/L リン酸緩衝液

(NaH2POrNa2HP04混液)を用いた。なお，試料液は 1mLテルモシリンジ(テル

モ株式会社:SS-01 T)に O.20μmメンプランフィルター (ADVANTEC: O. 2μm) 

を付けて導入した。測定に用いた機器と分離条件は下記に示した。

HPSECの分離条件

デガッサー:SD-8020 (TOSOH) 

ポンプ:CCPS (TOSOH) 

検出器:UV-8020 (TOSOH) 

カラム:TSKgeL G2000SWXL + TSKgeL G3000SWXL (TOSOH) 

検出波長:260nm 

流速:0.5mL/min 

注入量:20μL 

カラム温度:40
0

C 

相対分子量を算出するための標準物質試料は，分子量既知のポリスチレン

スルホン酸ナトリウム (PSSNa)(Po1ysciences Inc.)およびパラスチレンス

ルホン酸ナトリウム (p-SSNa)(和光純薬工業株式会社)を用いた。各標準物質

試料 10mgに超純水 10mLを加え，一晩振とうして十分に膨潤し溶解させた。

分子量は，ポリスチレンスルホン酸ナトリウムで 63900，32900，6530，5180Da， 

パラスチレンスルホン酸ナトリウムで 206Daである。また，有効カラム容量

と排除容量の測定はそれぞれ，アセトンと B1ue Dextran (2000kDa)を用いた。

4-4 結果および考察
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4-4-1 一般理化学性の比較

堆肥化処理方式が異なる牛ふん尿堆肥試料の一般理化学性を表 4-1 に示

した。

いずれの処理方式においても，堆肥化の進行に伴って水分含量は減少し，

灰分含量と全窒素含量は増加した。これらの変化は，微生物による有機物の

分解と無機化，発酵熱の上昇による水分の蒸発など，好気的な発酵を伴う堆

肥化特有の特徴を表していた(松崎 1992;藤原 2003)。堆肥の C/N比は，い

ずれの処理方式でも堆肥化に伴って低下した。堆積方式と比べて撹祥方式後

期では， C/N比が約 24と高い値を示した。 pHと ECは，堆肥化処理方式によ

り全く異なる傾向を示した。堆積方式における， pHの増加と ECの低下は，

堆肥化過程においてアンモニアの揮散によるものと考えられた。撹梓方式で

は，堆肥化に伴って pHの低下と ECの増加が認められ，硝酸化成作用によっ

て原料中の有機態窒素の一部が硝酸態窒素へと変化したことが示唆された。

4-4-2 腐熟度，腐植酸含量および腐植化度の比較

堆肥化処理方式および処理段階が異なる堆肥試料の腐熟度指標，腐植酸含

量および腐植化度を表 4-2に示した。

堆肥の熱水抽出液を用いたコマツナ発芽試験では，いずれの堆肥化処理方

式においても発芽率が 90%以上であり，発芽障害は認められなかった。根長

指数は堆肥化に伴って増加したが，堆積方式後期と撹祥方式後期の聞に統計

的な有意差がなかった。堆肥の土壌への添加と静置培養に伴う二酸化炭素放

出量から求めた易分解性有機炭素率は，し、ずれの堆肥化処理方式においても

堆肥化初期から後期にかけて減少し，堆肥化後期には約 5覧となった。これ

らの腐熟度指標は，いずれの堆肥化処理方式においても，堆肥化後期での腐

熟化が十分進行したことを示している。
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堆肥試料中の腐植酸含量は，堆積方式では堆肥化に伴ってやや減少し，撹

持方式では増加した。腐植酸含量は，堆肥試料から水酸化ナトリウム溶液に

よって抽出され，かつ pHl.0で沈殿する成分の総重量として測定され(農林

水産省生産局生産資材課 2001)，堆肥化に伴う腐植化における量的な変化を

反映する。下水汚泥の堆肥化では，堆肥化初期に腐植酸含量が減少し，堆肥

化期間の経過に伴って再び増加することが報告されている (Veekenet a1. 

2000)。本章で供試した牛ふん尿堆肥の堆肥化過程においても，腐植酸含量

の増減が繰り返される可能性があると予想される。また，堆肥化期間や腐熟

度が異なる牛ふん尿堆肥中の腐植物質に関する研究では，堆肥化の進行に伴

って堆肥原料中に含まれるリグニンなどの一次的な腐植酸様物質が減少し，

より腐植化の進行した二次的な腐植酸が増加する概念が示されている(Li

et a1. 2005)。一方，腐植化度の変化は堆肥化処理方式によって大きく異な

る。堆積方式では堆肥化に伴い，約 3倍に増加したのに対し，撹持方式では

わずかな増加であった。本研究で測定した腐植化度は，泥炭の分解度を示す

指標として用いられており(近藤・遠藤 1993;谷ら 2001)，ピロリン酸ナト

リワム溶液により抽出される腐植成分の波長 550nmにおける吸光度を測定

して求められる (Kalia1956)。つまり，腐植酸の量および質の両方の変化を

反映すると考えられ，前述の腐植酸含量の変化を考慮すると，堆積方式では

堆肥化に伴う腐植酸の著しい質的な変化が生じていると考えられた。

4-4-3 水溶性腐植の形態分析の比較

堆肥化処理方式が異なる牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性腐植の形態

分析結果を表 4-3に示した。

水抽出された可動性が高い腐植物質中の腐植酸炭素量は，堆積方式および

撹持方式ともに，堆肥化の進行に伴って減少した。一方，フルボ酸炭素量は
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堆積方式では増加し，撹持方式では減少した。これは，後述する紫外可視吸

収スベクトル解析からも，より官能基構造が発達した可動性が高いフルボ酸

が堆積方式で増加したことを示唆する。また，フルボ酸炭素量の減少は，堆

肥化および腐熟化の過程においてフルボ酸の一部が微生物分解を受け，さら

に，その一部が腐植酸に変化したことによるものと推測される(保井ら

2004)。

腐植酸の RF値について，堆積方式では堆肥化に伴い 25から 43へと上が

ったのに対し，撹枠方式では 23から 28とより低い値で推移した。 RF値は，

単位炭素濃度当たりの可視吸収部の強さを示しており，腐植化の進行に伴っ

て無色あるいは淡色の化合物が減少するとともに，重縮合によって暗色化し

た化合物が増加することでより高い値を示す (Kumadaet al. 1967;熊田

1981)。堆積方式では，撹持方式と比べて高い温度での発酵と腐熟化が長期

間持続し，易分解性有機物の分解だけではなく，ワックスや樹脂類，リグニ

ンなどの難分解性成分の緩やかな分解が生じ，同時に重縮合と暗色化の進ん

だ腐植物質の生成が進行するものと推測された(米林 2002)。腐植酸の分類

では (Kumadaet al. 1967;熊田 1981)堆積方式後期以外の試料では未熟な

Rp型に分類されたのに対し，堆積方式後期のみ RF値が高く B型に分類され

た。

これらの結果は，前節で考察したように，堆積方式において堆肥化に伴う

腐植酸の著しい質的な変化，とくに腐植酸の RF値など光学的特性の変化が

生じていることを示しており，長期間にわたる高い温度での好気的発酵と腐

熟化によりワックス，樹脂類やリグニンなどの難分解性成分が緩やかに分解

し，同時に重縮合と暗色化の進んだ腐植物質の生成が進行することを示唆し

ていると考えられた。
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4-4-4 水溶性腐植酸の紫外可視吸収スペクトルの比較

水溶性腐植酸の紫外可視吸収スベクトルを図 4-1に示した。

水抽出された腐植酸のスベクトルは，土壌からアルカリ抽出された腐植物

質の場合と同様に，短波長域で最大値をとり長波長域に向かつて減少すると

いう特徴を表す(石渡ら 2008)。いずれの試料についても水溶性腐植酸のス

ベクトルでは， 280nm付近における肩状吸収と 330nmから 400nm付近にかか

る弱い吸収しか認められなかった。これは前節でも述べたように，堆肥試料

に含まれる樹脂類やリグニンなどの難分解性成分が水では抽出されず，より

腐植化の進んだ画分を選択的に抽出したことを反映していると考えられた。

堆積方式では，堆肥化初期および後期ともに 280nm付近における極めて不明

瞭な肩状吸収のみが認められた。一方，撹梓方式では，とくに堆肥化初期で

280nm付近における肩状吸収と 330nmから 400即日付近にかかる緩やかな吸収

の両方が認められ，撹祥方式後期においても，これらの弱い吸収が認められ

た。これらの結果は，前節までに得られた結果や考察を裏付けるものであり，

堆積方式における堆肥化処理により，難分解性成分であるリグニンの分解と

腐植化が進行していることを示していると考えられた。

4-4ー 5 水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの比較

水溶性腐植酸のフーリエ変換赤外吸収スベクトノレを図 4-2に示した。

各 FT-IRスベクトルに認められた吸収バンドの帰属は， 3-4-5項に述べた

研究報告に従った。腐植酸の FT-IRスベクトルに認められた主要な吸収バン

ドおよびその帰属は， 292'8cm-1付近(脂肪族 C-H伸縮振動)， 1712cm-1付近(カ

ルボキシル基の C=o伸縮振動)， 1653cm-1 (アミド Iの C=o伸縮振動ないし芳

香族 C=Cの伸縮振動)， 1515cm-1付近(芳香族 C=Cの伸縮振動)， 1416cm-1付近

(脂肪族炭化水素の CH変角振動または芳香環の二重結合部分の伸縮振動)， 
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1216cm-1付近(カノレボキシル基の c-o伸縮振動， O-H変角振動)， 1120cm-1付

近(アミド結合の C-N伸縮振動)， 1047cm-1付近(多糖類の C-O伸縮振動)とし

た。いずれの堆肥化処理方式においても，堆肥化に伴って 1712cm-1付近およ

び 1216cm-1付近のカルボキシル基構造に由来するバンドの吸光度が増加し

ており，とくに堆積方式後期で 1712cm-1付近の吸光度が顕著に高いことが認

められた。また ，1653cm-1付近のアミド Iないし芳香族に由来するバンドの

吸光度も大きく増加したこと ，1515cm-1付近のバンドの吸光度も増加したこ

と，および紫外可視吸収スベクトルの結果から堆肥化に伴うリグニン構造の

減少が示唆されたことから ，1653cm-1付近のバンドは芳香族構造に由来する

と判断された。一方，1047cm-1付近の多糖類に由来するバンドの変化は顕著

でなかった。

4-4-6 水溶性フルボ酸のフーリエ変換赤外吸収スペクトルの比較

水溶性フルボ酸のフーリエ変換赤外吸収スベクトルを図 4-3に示した。

各 FT-IRスベクトルに認められた吸収バンドの帰属は，水溶性腐植酸と同

様に 3-4-5項に述べた研究報告に従った。つまり，フルボ酸の FT-IRスベク

トルに認められた主要な吸収バンドおよびその帰属は， 2941cm-1付近(脂肪

族 C-H伸縮振動)， 1718cm-1付近(カルボキシル基の C=O伸縮振動)， 

1650cm-1 (芳香族 C=Cの伸縮振動)， 1421cm-1付近(脂肪族炭化水素の CH変角

振動か芳香環の二重結合部分の伸縮振動)， 1213cm-1付近(カノレボキシル基の

C-O伸縮振動， O-H変角振動)， 1024cm-1付近(多糖類の C-O伸縮)とした。

水溶性フルボ酸の FT-IRスベクトルは水溶性腐植酸と大きく異なった。堆

積方式では，堆肥化後期で 1718cm-1付近および 1213cm-1付近のカルボキシル

基構造に由来するバンドの吸光度が著しく増加したのに対し，撹持方式では，

これらのバンドの吸光度はわずかに減少した。 1024cm-1付近の多糖類に由来
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するバンドは，堆積方式ではあまり変化せず，撹持方式では減少した。前述

した水溶性フルボ酸炭素量が堆積方式では増加し，撹持方式では減少したこ

とから，堆積方式では堆肥化に伴ってカルボキシル基などの官能基構造が発

達したフルボ酸が新たに生成されたのに対し，撹持方式では堆肥原料に由来

するフルボ酸が微生物分解により減少し，新たなフルボ酸の生成には至って

いないと考えられた。

4-4ー 7 水溶性腐植酸およびフルボ酸の分子量の比較

水溶性腐植酸および水溶性フルボ酸の分子量測定の結果を表 4-4および

表 4-5に示した。

分子量は数平均分子量と重量平均分子量として知られており，二つの平均

分子量の比は多分散度といい，分子量分布の幅を表す(森 1992)。水溶性腐

植酸の堆積初期および後期の重量平均分子量 (Mw)は，それぞれ 3467Daおよ

び 3640Daであった。数平均分子量 (Mn)は 2242Daおよび 2254Daであり，堆

肥化に伴い，水溶性腐植酸の分子量は増加した。このことから，堆積方式の

堆肥化過程では，堆肥に含まれる腐植酸は分解再合成されて，再び新たな分

子量の大きい腐植酸が生成されることが推測された。撹枠方式の初期および

後期の重量平均分子量は 4095Da および 4521Da であり，数平均分子量は

2526Daおよび 2614Daであった。堆積方式と同様に初期から後期にかけて水

溶性腐植酸の分子量は増加した。多分散度も同じ傾向が認められた。堆積方

式に比べて撹持方式の方が重量平均分子量，数平均分子量，多分散度で高い

値を示した。腐植化度の低い腐植酸は極めて多分散性が高いことから，リグ

ニンの構造を保持した巨大分子が混在することが平均分子量を高めている

と考えられた(米林 2002)。また，平均分子量は，いずれの処理方式におい

ても，堆肥化に伴い平均分子量が増加した。腐植物質の生成過程において，
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蛋白質，セルロース，へミセルロースの大部分は比較的分解されるが，一部

は微生物の代謝産物として残存し，それらが重合して難分解性化合物が生成

される(米林 2002)。一方，ワックスや樹脂類， リグニンは，分解されにく

い芳香環構造が残留する(米林 2002)。これら微生物の利用残津が，長時聞

かけて反応し，芳香族性の難分解性高分子化合物が生成すると考えられた

(米林 2002)。

一方，水溶性フルボ酸の重量平均分子量，数平均分子量および最大ピーク

分子量は，腐植酸より小さかった。堆積方式における，重量平均分子量は

1881Daから 2104Da，数平均分子量は 1412Daから 1657Daであり，堆肥化に

伴っていずれの分子量においても増加した。撹枠方式における重量平均分子

量は 2107Daから 1925Daと減少し，数平均分子量は 1270Daから 1457Daと増

加した。黒ボク土由来の腐植酸をゲ、ルろ過クロマトグラフィーによって分画

した結果，高分子量画分ほど脂肪族性が高いことが報告されている

(Kawahigashi et a1. 1996)。また，前節の FT-IRスベクトルに示したよう

に，いずれの処理方式においても，堆肥化に伴い， 2928cm-1付近の脂肪族に

由来する構造が増加した。脂肪族割合の相対的な増加は，微生物による炭水

化物 の消費と脂肪族成分の合 成 の 双 方 に 起 因 す る と 推 察 さ れ て い る

(Baldock et a1. 1990)。一方，水溶性フルボ酸の分子量は，堆積方式で増

加したが，撹持方式で減少した。これらのことから，水溶性腐植物質の分子

量の増加は，微生物の活動と脂肪族構造の変化に由来すると推測された。

4-5 要約

本章の結果から，大規模堆肥化施設において堆積方式と撹枠方式によって

製造された牛ふん尿を主原料とする堆肥は，いずれの堆肥化処理方式におい
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ても理化学性や腐熟度指標を比較する限り，堆肥化に伴う C/N比や易分解性

有機物の減少，コマツナの発芽や根の伸長に悪影響を及ぼさない程度までの

腐熟化の進行などが認められ，大きな違いはないと判断された。しかしなが

ら，堆肥化処理方式の違いは，腐植化に大きな影響を及ぼし，とくに腐植酸

やフルボ酸の光学的特性や構造などが著しく異なることが明らかとなった。

堆積方式は，ある意味で最も原始的な堆肥化方式であり，長期間の処理時

間を要するため，大量の原料を処理するためには大きな施設面積が必要とな

る(押田ら 1998)。一方で，長期間にわたる高い温度での好気的発酵と腐熟

化が可能となり，原料に含まれる樹脂類やリグニンなど難分解性成分が緩や

かに分解するとともに，高い温度での酸化反応が分解代謝産物の重合を進め

(米林 2002; Senesi 1999)，暗色化(黒色化)の進んだ腐植物質の生成を促進

すると考えられる。撹持方式は，特殊な施設を必要とするが，とくに通気を

併用する場合には発酵と乾燥が速やかに進行するため，処理労力や時聞が大

幅に短縮される利点があり，とくに大規模堆肥化施設で採用されることが多

い(押田ら 1998)。一方で，短期間の処理では十分な腐植化が進行せず，あ

る程度まで乾燥した状態で 2次発酵処理を行った場合には，微生物による分

解が進まないために腐植化も期待できないと考えられる。腐植物質は腐植酸，

フルボ酸に分別しても，分子量，官能基組成，芳香族性などいずれの性質か

ら見ても混合物であり，通常の構造解析に使われる分析法がそのまま使えな

いことが腐植物質の研究を困難なものにしている(石渡ら 2008)。

これら堆肥に含まれる腐植物質が，植物への養分供給や植物の生理活性に

及ぼす影響や機能について直接的な検証を行う必要がある。しかし，本章に

よって堆肥化処理方式が堆肥の“腐植化"に大きな影響を及ぼすことが明ら

かとなったことから，これら堆肥の利用方法や圃場還元による効果を明確に

区別して，適切に使い分けることが必要であると考えられた。
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第 5章 堆肥化と腐熟化が進んだ牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性

腐植物質の機能

5 - 1 はじめに

これまでに，土壌や堆肥に含まれる腐植物質の機能について，研究がされ

てきた (Caccoand Dell' Agnola 1984 ; Pizzeghello et al. 2001 ; Nardi et 

al. 2002)。従来から腐植物質の抽出はアルカリ抽出法が用いられてきたが，

堆肥化や腐熟化が進んだ堆肥から抽出された水溶性腐植物質の機能につい

ての研究はほとんどない。本章では，堆肥化や腐熟化が十分に進行した肉牛

ふん尿堆肥 l点を供試し，堆肥から抽出された水溶性腐植酸およびフルボ酸

の構造および機能を調べるために，分子サイズおよび抗酸化作用の測定，ホ

ウレンソウの栽培実験を行った。

5-2 供試堆肥

水溶性腐植物質の機能評価試験には， 2-2-2項(1)で述べた供試堆肥試料

の中から， 2007年 7月に採取した堆肥化および腐熟化が進んだ肉牛ふん尿

堆肥を用いた。

5-3 実験方法

5-3ー 1 水溶性腐植物質の分子サイズの測定

3-3-6項と同様の操作により得られた水溶性腐植酸およびフルボ酸粉末

試料 10mgをそれぞれ O.1mol/L水酸化ナトリワム溶液 1mLに溶かし，蒸留水
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9mLを加えた。陽イオン交換樹脂 (Waters: Accel Plus CM)は 0.05mol/L塩

酸 10mLで洗浄し，その後，蒸留水 10mLで 3回洗った。腐植酸およびフルボ

酸溶液 10mL を洗浄済みの陽イオン交換樹脂にゆっくり通した。その後，

4ー3-10項と同様に水溶性腐植酸およびフルボ酸の分子量を測定した。

5-3-2 水溶性腐植物質の抗酸化作用の測定

食品の抗酸化機能を評価する方法としては種々の方法が提案されており，

本章では簡易迅速な手法であり，かつ多検体分析に威力を発揮する DPPH分

光測定法を用いて測定した(篠原ら 2000)0 DPPHはそれ自体が安定な紫色

(520nm付近に極大吸収を持つ)のラジカルであり，抗酸化物質(水素供与体)

が存在すると水素を奪って非ラジカル(淡黄色)に変化し，見かけ上紫色がし

だいに退色する。したがって分光光度計を用いて，簡単に食品やその成分の

ラジカル消去能を測定することができる(松本 2006)。

抗酸化活性を測定するために， 3-3-6項と同様の操作により得られた堆肥

の水溶性腐植酸およびフルボ酸の粉末試料 10mgをそれぞれ O.1mol/L水酸

化ナトリウム溶液 1mLに溶かし，蒸留水 9mLを加えた。得られた水溶性腐植

酸およびフルボ酸溶液 10mLを洗浄済みの陽イオン交換樹脂にゆっくり通し

た。

これら溶液を炭素濃度 2.5，5， 10， 25， 50， 100， 200mg/Lになるように

試験管に分注し， 80略エタノール溶液を合わせて 600μLになるように分注し

た。検量線を引くために，同様に 0.2mmol/LTroloxを 0，60， 120， 180， 240， 

300， 360μL分注し， 80弘江タノール溶液を合わせて 600μLになるように分

注した 。次に 99.5弘エタノールで調整した 400μmol/LDPPH 30mL， 

O. 2mol/LMESbuffer(pH6. 0)溶液 30mLおよび 20%エタノール溶液 30mLの混液

を試験管に1.8mLずつ 30秒おきに加え，よく混合し反応させた。混液添加
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時から 20分後に分光光度計(島津製作所:UVmini-1240)にて 520nmにおける

吸光度を測定した。測定は 2連で行い， DPPHの活性が時間とともに低下す

ることを考慮して 2連目は逆の順序で測定した。

5-3ー 3 水溶性腐植物質を用いたホウレンソウの栽措実験

栽培試験の容器はノイパウェルポット(内径 11.3cm，高さ 6.5cm，面積約

100cm2，容量 600mL)を用いた。供試土壌は，赤玉小:赤玉大:火山レキの容

積比を 8:1:1になるように混合した。施肥量は， N:P205:K20=100mg:100mg: 

100mg/100cm2となるように各ポットに充填した。化学肥料は，硫酸アンモニ

ウム，過リン酸石灰，硫酸カリワムを用いて，粉砕および混合したものを施

用した。また，供試土壌の pHを調整する目的で苦土石灰をポット当たり 19

ずつ入れた。供試腐植酸およびフルボ酸粉末は，ポット当たり 100mgを施用

した。試験区の設定を表 5-1に示した。

栽培は，明期 16時間 (250

C)，暗期 8時間 (150

C)，湿度 70出に設定した人

工気象器内(日本医化機器製作所:LPHー350SP)で行った。播種量は，ポット

当たり 9粒とした。深さ約 5mmの穴を 3ヶ所開け，それぞれに 3粒ずつ播種

した。播種後，供試土壌で種子を覆った。発芽が出揃ったらポット当たり 3

株となるように間引きを行った。給水管理は毎日行った。なお，人工気象器

には栽培できる棚が 3段あるが，天井部分にもライトが付いているため上段

のポットには光が多く当り，生育にばらつきが生じる恐れがあった。そのた

め，栽培期間中は毎日ポットを置く段を変えて光の照射量が同レベルになる

ように考慮、した。

栽培終了後，ホウレンソワの草丈および葉の厚さを測定した。また，葉身

および葉幅を測り，葉面積指数を計算した。その後，ホウレンソウを地上部

と地下部に分けて切り取った。地上部として土壌表面より上部を切り取り，
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地下部としてポット内の根を土とともに 2mmの備にかけ，舗に残った根の土

を水で十分に洗い落として水分をよくふき取り，ポット当たりの地上部およ

び地下部の新鮮重を測定した。地上部の一部の試料を抗酸化活性の測定に供

試した。残りの地上部と地下部を紙袋に入れ， 60
0
Cに調節した乾燥機(井内

盛栄堂:DO-450)にて 2日間乾燥させ，乾燥重を測定した。

均一性を保つためにハサミで細かく切った新鮮なホウレンソウを抗酸化

活性測定に供試した。切ったホウレンソウ 0.5gと 80覧エタノール溶液 10mL

をホモジナイザー (IKAジャパン:ULTRA-TURRAX Tube Dri ve)の容器に入れ，

1分間ホモジナイズした。ホモジナイズした液を 45mL容遠沈管に入れて

9500Gで 1分間の遠心分離を行い，上澄みを 0.45μmメンブランフィルター

(ADVANTEC:セルロースアセテートタイプ)でろ過したものを抽出液とした。

試験管に抽出液を 0，100， 200， 300， 400， 500μL分注し， 80見エタノー

ル溶液を合わせて 600μLになるように分注した。 99.5出エタノールで調整し

た 400μmol/LDPPH30mL， 0.2mol/LMESbuffer(pH6.0)溶液 30mLおよび 20%

エタノール溶液 30mLの混液を試験管に1.8mLずつ 30秒おきに加え，よく混

合し反応させた。その後，検量線の作成および測定は 5-3-2項と同様に行つ

た。

5-4 結果および考察

5-4-1 水溶性腐植物質の分子サイズ

水溶性腐植物質の分子サイズを表 5-2に示した。

腐植物質の分子量は，その多分散性のために，測定法によって非常に異な

る平均分子量が報告されている。また，平均分子量は，数平均分子量，重量

平均分子量として測定される(石渡ら 2008)。腐植物質は複雑かつ多様な構
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造を持ち，官能基組成や分子サイズは腐植物質によって大きく異なる。化学

構造特性が異なれば，また，分子の大きさや形状に違いが生じる(渡辺ら

2007)。そのため単一のピークを得られず複数のピークが重なり合い，数平

均分子量や重量平均分子量を厳密に測定することはできない。したがって，

本章では最大ピーク分子量のみを算出した。数平均分子量および重量分子量，

多分散度については参考値とした。水溶性腐植酸の分子量は，水溶性フルボ

酸の最大ピーク分子量と異なった。これは，腐植酸およびフルボ酸の組成成

分の分子量がそれぞれ異なることを示している。腐植酸およびフルボ酸は複

雑な混合物であることから分子量が多分散型となるため(山田パリーダら

2002 ;石渡ら 2008)，比較的広い範囲内に分布すると考えられた。重量平均

分子量は水溶性腐植酸で 50260a，水溶性フルボ酸で 22790aであった。また，

水溶性腐植酸の数平均分子量は 37080aと水溶性フルボ酸の 18440aに比べて

大きくなっている。腐植酸に比べフルボ酸が低分子量側に分布していた。こ

のことは篠塚ら (2002)の風化炭から抽出したフミン酸の酸化分解によるフ

ルボ酸および低分子有機酸の製造という報告と同様の傾向であった。重量平

均分子量，数平均分子量，多分散度の値は，最大ピーク分子量と同様に水溶

性腐植酸で水溶性フルボ酸より大きい傾向が見られた。腐植物質中では糖鎖

炭素割合の大きい腐植物質は易分解性を示すという報告がある (Almendros

and Oorado 1999 ; Yanagi et a1. 2002; Yanagi et a1. 2003)。したがっ

て，水溶性フルボ酸の低分子化は，微生物による糖鎖構造の選択的分解が進

行したと推察した。

5-4-2 水溶性腐植物質の抗酸化作用

水溶性腐植物質の抗酸化活性を図 5-1に示した。

水溶性腐植酸およびフルボ酸について，いずれもラジカル消去能が認めら
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れた。また，水溶性フルボ酸に比べて水溶性腐植酸のほうが抗酸化活性は高

い傾向であった。水溶性腐植酸と水溶性フルボ酸の聞に有意差は認められな

かった。ピートモスに由来する腐植酸およびフルボ酸の抗酸化活性(立花ら

2006)と比較すると，本研究の結果は低い傾向であった。これはピートモス

に由来する腐植酸やフルボ酸はアルカリ抽出されているため，ポリフェノー

ルが多く抽出された可能性があるためと考えられた。堆肥に含まれる腐植酸

やフルボ酸の抗酸化活性については，ほとんど研究が行われていないため，

腐植酸やフルボ酸の抽出方法による抗酸化活性の違いについては，今後検討

する必要があると考えられた。

5-4-3 ホウレンソウの栽培実験の結果

ホウレンソウの生育調査結果を表 5-3に示した。

全体的に水溶性腐植酸およびフルボ酸の添加は，ホウレンソウの草丈，葉

面積指数，葉の厚さ，地上部および地下部乾物重に影響を与えた。生育調査

の結果，無施肥区を除く全処理聞に有意差はなかった。また，水溶性フルボ

酸を添加したホウレンソウは腐植酸を添加したホウレンソウより草丈，葉

面積指数，葉の厚さ，地上部および地下部乾物重でやや高い傾向を示した。

腐植酸は腐植物質の大半を占めるが，植物に対する生理活性効果は低く，そ

れに対してフルボ酸は植物に対する成長促進効果も高い(山田パリーダら

2000)。また，溶存有機物や腐植物質の高分子量画分は，低分子量画分より

も強く無機鉱物に吸着される (Dawsonet al. 1981; Ochs et al. 1994; Kaiser 

et al. 2002; Guo and Chorover 2003)。このことから，分子量の大きい水

溶性腐植酸は，分子量の小さい水溶性フルボ酸より優先的に供試土壌に吸着

され，ホウレンソウに対する生育促進効果が弱くなったと考えられた。

収穫したホウレンソウの抗酸化活性を図 5-2に示した。
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水溶性腐植酸およびフルボ酸の添加は，ホウレンソウの抗酸化活性に影響

を与えた。また，水溶性腐植酸を添加したホウレンソウは，水溶性フルボ酸

を添加したホウレンソウより抗酸化活性が高い傾向が認められた。ホウレン

ソウを含めた 43種類野菜の抽出液中のポリフェノール含量と抗酸化活性に

高い相闘があることが報告されている(津志田ら 1994)。また，果実類や野

菜類に含まれる抗酸化物質としては，フラボノイド類などポリフェノール類

以外にも，カロテノイド，ビタミン C，ビタミン E，アスコルビン酸， トコ

フエロールなどが知られている(野中 1987;木村ら 2005;木村ら 2006)。こ

れらのことから，水溶性腐植酸を添加したホウレンソウは水溶性フルボ酸を

添加したホウレンソウと比べてポリフェノール含量，カロテノイド，ビタミ

ン，アスコルビン酸，トコフエロールなどが多く含まれる可能性があると考

えられた。

5-5 要約

本章では，堆肥化および腐熟化が進んだ肉牛ふん尿堆肥から抽出された水

溶性腐植物質を供試し，水溶性腐植物質の分子構造および機能を検討した。

堆肥に由来する水溶性腐植酸は水溶性フルボ酸より分子量が大きい傾向で

あった。また，水溶性腐植酸およびフルボ酸はいずれも抗酸化活性を持つこ

とが確認できた。抗酸化活性は腐植酸のほうがフルボ酸より高い傾向であっ

た。

また，分子構造および機能が異なる水溶性腐植物質を用いてホウレンソウ

の栽培実験を行った。収穫したホウレンソウについて，抗酸化活性を調べた。

その結果，いずれの腐植物質の添加においても，ホウレンソウの生育に影響

を与えた。とくに，水溶性フルボ酸は水溶性腐植酸よりホウレンソウの生育
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に高い影響を及ぼした。収穫したホウレンソウの抗酸化活性は，水溶性腐植

酸およびフルボ酸を添加したホウレンソウで高かった。分子量の大きい水溶

性腐植酸はフルボ酸より抗酸化活性が高い傾向を示した。これは，腐植酸を

添加したホウレンソウはフルボ酸を添加したホウレンソウと比べてポリフ

ェノール含量やビタミンなどが多く含まれる可能性があると考えられた。分

子量や機能性が異なる水溶性腐植酸およびフルボ酸は土壌に還元する際，植

物ホルモン様作用や錯体形成による養分供給能など植物生育への影響が異

なる可能性があり，今後，これらについての検討が必要であると思われる。
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第 6章総合考察

北海道では畜産業が盛んである。畜産業から排出された家畜ふん尿は従来

から有機質肥料として活用されてきた。しかし，不適切な管理による水質汚

染と悪臭など周辺環境に影響を及ぼす可能性があると考えられる。適切な堆

肥の施用は堆肥の肥料的効果や生育促進機能が期待できる。既存研究では理

想的な堆肥を用いた実験室レベルの試験が多い。圃場レベルでの堆肥の機能

を評価する課題は，腐植物質をアルカリ抽出することではなく，水抽出する

ことを前提とした取り込みを遂行しないと解決できない。

本研究が既存の多くの研究と異なる特徴は，北海道において実際に製造さ

れ利用される牛ふん尿を原料とする堆肥を主に対象にして，水溶性腐植物質

を抽出したことである。

供試試料は，第 2章で述べたように，敷料などの副資材の種類(麦稗，オ

カグズ，パークなど)，副資材とふん尿と混合割合(乳牛ふん尿は副資材が少

なく，肉牛ふん尿は副資材が多い)，堆肥の製造過程(通気の確保，切り返し

ゃ撹祥の頻度)が多様である。これらのことにより，水溶性腐植物質の特性

が牛ふん尿堆肥の堆肥化と腐熟化の進行程度を反映する可能性があると考

えられた。

堆肥化や腐熟化が異なる牛ふん尿堆肥から抽出された水溶性腐植酸の紫

外可視吸収スベクトルおよびフーリエ変換赤外吸収スベクトル解析の結果

から，水溶性腐植酸の構造単位の存在割合が著しく異なることが明らかとな

った。とくに堆肥化や腐熟化が進行した肉牛ふん尿敷料堆肥や敷料と鶏糞の

混合堆肥でカルボキシル基やアミドなど構造単位が顕著に見られた。このこ

とから，堆肥化や腐熟化に伴い，腐植化は腐植物質の重縮合反応の進行と光

学的特性の変化，および腐植物質の構造単位が変化したと考えられた。また，
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本研究で対象とした供試堆肥は，既存の研究が小規模堆肥化試験によって製

造された堆肥と異なり，重量として数百から数千 Mg，堆積高さが 3mから 4m

程度の実規模で製造されたものであり，堆肥内部の温度や圧力の違いが腐植

化に大きな影響を与えたことも考えられた。

コマツナを用いた幼植物発芽試験における腐熟度および易分解性有機物

量の結果から，堆肥化や腐熟化の進行が認められた堆肥においても，堆積方

式堆肥は撹持方式堆肥より堆肥化の進行に伴う光学的特性や構造の変化が

顕著であった。これは，堆積方式では約 l年という長期間にわたって高温下

で堆肥化が進行したことより易分解性有機物が速やかに分解され，同時にリ

グニンや樹脂類など難分解性有機物が緩やかに重縮合反応を受けたことに

よる腐植物質の光学的特性や構造の変化が大きかったと考えられた。

一方，撹枠方式では，比較的堆肥化期間が約 3ヶ月と短かったため，光学

的特性や構造の変化は小さかった。高速分子サイズ排除クロマトグラフィー

測定の結果については，いずれの堆肥においても，堆肥化に伴い，水溶性腐

植酸の分子量が増加した。また，この増加は脂肪族が相対的に増大すること

を反映している。以上のことから，堆肥を土壌に施用する場合，その製造過

程や特性を確認した上で，使い分けることが植物の機能性を高めると考えら

れた。

堆肥に含まれる腐植物質の抽出には，水酸化ナトリウムを主とするアルカ

リ溶液が通常用いられる。本研究では，堆肥化および腐熟化が進んだ肉牛ふ

ん尿堆肥から水により腐植物質を抽出した。水溶性腐植酸はフルボ酸より分

子量は大きかった。水溶佐腐植酸およびフルボはいずれも抗酸化活性を持つ

ことを確認できた。抗酸化活性は水溶性腐植酸のほうが水溶性フルボ酸より

高い傾向であった。水溶性腐植酸は水溶性フルボ酸よりポリフェノール類が

多く存在する可能性がると考えられた。この水溶性腐植物質を用いたホウレ
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ンソウ栽培実験結果から，水溶性腐植物質はホウレンソウの生育に影響を与

えることを明らかにした。腐植酸とフルボ酸の効果が違うことから，これら

水溶性腐植物質は土壌中での溶解性や分子サイズ，官能基構造などの違いに

起因すると考えられた。また，腐植物質は生体外反応によって生成し，特定

の組成や重合度を持たない混合物とされる(米林 2003)。腐植の植物生育へ

の作用は一定の物質によって引き起こされるのではなく，複合的な作用の結

果であると考えられた。本栽培実験は人口気象器内で行ったため，ホウレン

ソウに生育に最適な温度，水分，光照時間などにより，腐植物質の効果が表

しにくい可能性があり，再検討する必要があると考えられた。

以上のことから，本研究で対象とする牛ふん尿の堆肥化と腐熟化の進行に

伴う“腐植化"とは， r腐植物質の重縮合反応の進行と光学的特性の変化，

腐植物質の構造変化および腐植物質の分子サイズ変化」と定義できる。

これまでに堆肥から抽出された腐植酸はほとんど未熟な RP型であったが，

本研究で，初めて腐熟化が進んだ B型腐植酸は水により抽出された。この B

型腐植酸の特性を明らかにすることはとても重要であると考えられた。堆肥

に由来する水溶性腐植酸の評価が今後の研究の課題となる。この課題の解明

が北海道の畜産業や農業における大きな役割を果たすと考えられる。この水

溶性腐植物質の多量要素や微量要素は植物に利用しやすい可能性があり，こ

れらの植物に対する養分効果が期待できる。今後，堆肥の有効活用のため，

堆肥の土壌還元を前提としたさらなる堆肥効果の検証の必要があると考え

られた。水溶性腐植物質の構造や機能については，ほとんど研究されていな

いため，堆肥に由来する水溶性腐植物質のデータベース化が必要であると予

想される。
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第 7章要約

家畜ふん尿や有機性廃棄物の堆肥化に伴う腐植物質の変化については

数々の研究が行われてきているが，その多くでは実験室内や小規模試験で試

作されたモデル的な堆肥を対象としており，堆肥化や腐熟化が確実に起こる

ことを前提に試料の調製が行われている。しかし，農業生産現場で現実的に

製造され，かっ実際に圃場還元により利用されている堆肥は，必ずしも十分

な好気発酵を伴う堆肥化が行われていない，あるいは腐熟化が進んでいない

堆肥が多いのが実状である。また，腐植の抽出には水酸化ナトリウム溶液や

ピロリン酸ナトリウム溶液などが用いられているが，堆肥の圃場還元に伴う

植物生育へ及ぼす腐植物質の直接的な影響を評価し，堆肥の機能や有効性を

明らかにしていくためには土壌中での可動性が高い水溶性腐植物質を対象

とすべきであると考えられる。そこで本研究では，堆肥製造業者や一般の畜

産農家および畑作農家が製造し，かっ圃場還元により実際に利用されている

牛ふん尿堆肥を対象に，水溶性腐植物質の化学的な構造特性と植物生育への

機能を明らかにし，腐植の特性による牛ふん尿堆肥の評価を行うことを目的

とした。

まず，農業生産現場で現実的に製造された乳牛ふん尿堆肥 9点と肉牛ふん

尿堆肥 8点の計 17点を供試し，水溶性腐植酸とフルボ酸の量と光学的特性

を調べた。これらの試料は堆肥化や腐熟化の進行が大きく異なり，腐植酸炭

素量は O.5'"'-' 13. 6mg/ g，フノレボ酸炭素量は1.1'"'-'9. 1mg/gと著しい違いが認

められた。腐植酸の単位炭素量当たりの波長 600nmにおける吸光度を示す相

対色度 (RF値)も 12'"'-'50と試料開で大きく異なり，好気的な発酵が進んだ肉

牛ふん尿堆肥で高い傾向にあった。堆肥化が進んだ一部の試料では腐植化度

の高い B型腐植酸に分類され，腐植化が極めて未熟な Rp型腐植酸しか報告
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されていない既存の研究とは顕著に異なる結果であった。

次に，堆肥化や腐熟化の進行が水溶性腐植物質の腐植化に影響を及ぼすこ

とが示唆されたため，理化学性や腐熟度が大きく異なる 4点の試料を選び出

し，水溶性腐植の形態分析を行うとともに，腐植酸の構造特性を紫外可視吸

収スペクトル (UV-VIS)やフーリエ変換赤外吸収スベクトル (FT-IR)により詳

細に調べた。好気的な発酵を伴う堆肥化の進行や長期間にわたる腐熟化によ

り，腐植酸の RF値は著しく増加した。好気的な発酵を伴わない未熟な腐植

酸では，原料に由来するリグニンなどの非腐植物質に由来する構造単位が

UV-VISで認められた。堆肥化や腐熟化が進んだ堆肥から抽出・分画された

腐植酸では，微生物分解に伴う多糖類に由来する構造単位の減少，腐植化の

進行に伴うカルボキシル基や芳香族ないしアミド Iなどに由来する構造単

位の増加が FT-IRで顕著に認められた。

さらに，理化学性，幼植物発芽試験や易分解性有機物量などの腐熟度指標

より，堆肥化や腐熟化が十分に進んでいると判断された試料から，堆肥化処

理方式が異なる試料を選び出した。堆積方式および撹祥方式で製造された堆

肥について，それぞれ堆肥化初期と後期の 2点の計 4点について，水溶性腐

植酸とフルボ酸の構造特性を UV-VISや FT-IRで調べるとともに，高速サイ

ズ排除クロマトグラフィー (HPSEC)により分子サイズを調べた。いずれも堆

肥化初期よりも後期で腐植酸炭素量が減少したが， RF値は増加し，とくに

堆積方式で著しく高い値を示した。腐植酸では堆肥化に伴ってリグニンや樹

脂類などの非腐植物質に由来する構造単位が減少し，カルボキシル基などの

構造単位が増加する傾向‘が認められ，堆積方式の堆肥で顕著であった。フル

ボ酸では処理方式の違いが著しく，堆積方式では後期でカノレボキシル基の増

加や多糖類の減少に由来する構造単位の変化が明瞭であったが，撹持方式で

は変化があまり見られなかった。水溶性腐植酸の重量平均分子サイズ (Mw)
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は 3470"""'_ 4520Daの範囲であり，堆積方式が撹枠方式よりもやや低く，いず

れも初期より後期でわずかに増加した。水溶性フルボ酸の Mw は 1880......._

2110Da の範囲であり，堆積方式では初期より後期で増加，撹枠方式では減

少と全く異なる傾向であった。堆肥化処理方式は，高い温度の持続と堆肥化

期聞が大きく異なり，堆積方式ではリグニンなどの非腐植物質の分解と分解

生成物からの腐植の生成が進むのに対し，撹持方式ではリグニンの分解があ

る程度進行するものの，温度低下が腐植の生成を促進させず，腐植酸の腐植

化や構造単位の変化が明瞭でなかったと考えられた。

以上のように，十分な堆肥化と長期間の腐熟化を行った試料で水溶性腐植

物質の腐植化度や構造特性が大きく変化することが明らかとなったため，堆

積方式で十分な腐熟化を行った試料 l点を新たに供試し，水溶性腐植酸とフ

ルボ酸の分子サイズ， DPPHラジカル消去法による抗酸化活性，ポット栽培

によるホウレンソワの生育に及ぼす影響などの機能を調べた。腐植酸とフル

ボ酸の Mwはそれぞれ 5030Daと 2280Daであった。いずれも高い抗酸化活性

が認められ，ポリフェノーノレなどの芳香族に由来する構造単位が見られた腐

植酸でやや高かった。栽培試験では有意差は認められなかったが，ホウレン

ソウの葉面積指数や地下部乾物重はフルボ酸を添加することにより増加す

る傾向にあった。また，腐植酸の添加によりホウレンソウの抗酸化活性が増

加する傾向も認められた。平均分子量 3500Da以下の腐植物質は植物の細胞

内に容易に取り込まれ，植物の生理活性に影響を及ぼすことが報告されてお

り，本研究で対象とした堆肥の水溶性腐植物質も，植物の生理や生育への生

物学的な機能を有している可能性が考えられたが，その詳細な機構や作用に

ついてはさらなる検討が必要である。

本研究では，農業生産現場で現実的に製造され，圃場還元により利用され

ている牛ふん尿の堆肥化や腐熟化の進行，堆肥化期間などにより，水溶性腐
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植酸やフルボ酸の構造特性が大きく変化し，とくに好気的な発酵と温度上昇，

長期間の腐熟化により腐植化度の著しい増加と構造単位の明瞭な変化が認

められることが明らかとなった。また，腐植化の進行した水溶性腐植酸やフ

ルボ酸などの腐植物質が植物の生理活性や生育に影響を及ぼすことが示唆

されたため，腐植の特性による牛ふん尿堆肥の評価と有効利用に向けて，さ

らに研究を進める必要があると思われる。
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