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Eh,pHの 変 化,第2鉄 の還元,窒 素代謝及 び硫 黄代謝 について報告 した.本 報では前報 と同一 の湛 水土壌 に

ついて生成 され るガス及 び有機 酸成分の 変遷 を しらべ,水田 土壌 の選 元過程に おけ る鉄 と有機物 の意義 を検 討 した.,

実 験 の 部

1.供 試土 壌

前 報(1)と同一 の猿 投,長 野及 び矢代 田の水 田土壌 風乾細土 を供試 した.

2.実 験方 法

湛 水静 置実験 の方法 は前 報(1)の通 りである.

ガス成分の定量:CO2はH2で 駆 出 してBa(OH)2に 吸 収 させ る容量 法で分新 し,他 の ガスはCO2で 追出

してNaOHを ぐぐ らせ ビュ レッ トにガスを集め,O2,CH4,H2及 びN2の 定量 を行 った(2).

有機酸 成分の分離定量:湛 水土壌 を遠心分離3000回 転30分間 処理で得 られる上澄液並 びに2倍 容 の蒸溜 水

で2回 遠 心洗滌 した液 を合 せて,硫 酸酸性 下24時 間液体エー テル抽 出を行い有機酸 を分離 した.猿 投土壌 の一部

試 料につ いては遠沈残澤土壌 の風乾物 を24時 間固体エー テル抽 出を行 い,水 溶性劃 分 と不溶性劃 分の比率 を検討

した.な お土壌 に酪酸,酢 酸,蟻 酸の既知 量を添 加 して本法 に よる回収率 を調べた所,そ の90%以 上が水溶性

劃 分のエ ーテル抽 出部に捕捉 され る ことが分 った.

か く して 分 離 さ れ た 有 機 酸 は シ リカ ゲル ・クロ マ トグ ラ フ ィー(3)で 分 析 し,得 られ た 各 ピ ー クに つ い て は 更 に.

ペ ー パ ー クロ マ トグ ラ ク イー(4,5)並 び に 特 異 な 定 性 反 応(酢 酸-Lanthanum反 応,蟻 酸-Chromptrope

反 応 等)(6)で 確 認 した.

3.実 験 結 果

1)ガ ス 成 分

分析結果 は第1,2,3表 及 び第1,2,3図 に示 した.

第1表 猿 投 土壌 のO2,N3+

CH4+H2,N2及 びHa

(乾 土100g中ml)

第2表 長 野 土 壌 のO2,N2+

CH4+H2,N2及 びH2

(乾 土100g中m1)

第3表 矢 代 田 土 壌 のO2,N2

+ CHl+H2,N2及 びH2

(乾 土100g中m1)

O2:湛 水時 に存 在 した02は

3土 壌共 に湛 水静置後1日 以内に

完全 に消失 した.

CO2:湛 水初期にCO2の 急速 な増大がみ られ る.猿 投土壌 では2日

後一旦停滞 す るが再 び増大 して20日 目極 大値 に達 した後,実 験終 了迄 減少 を続 け る.長 野土 壌 では13日目 に極

大 値に達 するが,そ の後 増減 を くりかえ し31日 以降は逐 次減 少の一途を辿 る.矢 代 田土 壌では 当初6日 間に大

量 の生 成集積 がみ られ10日 目に極大値 に達 し,そ の後6日 間減少 した後実験終 了迄再び 増大す る.

湛水当初 におけ る急速 なCO2生 成の時期は3土 壌共に第2鉄 の還元 が活〓に 行われ る期間 に相当 し,又 長野,.
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第1図 猿 投土壌 のCO2とCH4

第2図 長 野土壌のCO2とCH4

矢代田 土壌 では ア ンモ ニアの最 も旺

盛 な生成 と併 行 し て い る(策3報

第4～71参 照)。 従 って この時 期

におけ るCO2生 成 は有機窒素化合

物の分解 と第2鉄 の75.元の両過 程に

密接 な関連 を有す る もの と考 え られ

る,次 いでCO2集 積量が停滞或 は

減退 し始 める と同時 にCH4生 成が

開始 され るのは前報 の実験 と岡様で

あ るが,そ のCO2の 増減 はかな りの

変動を示 して嫌 気菌 によるCOcot固

定の機作は複雑 であ る.し か しなが

らこれ らの成績か ら,湛 水下還元状

態 の或 る程度1発達 した後に嫌 気菌に

よる著 しいCO2固 定(例え ばMe

thanobacterium, Clostridium aceti

cum等 の活動)(8,9)の 可能性 が予想

され る.全 湛 水期間におけ るCO2生

成 量の土壌間の厳密 な比較はCO2固

定量 が不 明の為に困 難であ るが,大

体の傾向 としては矢代 田〉 長野〉猿

投の大 きさの順であ ると考 え られ る.

CH4:湛 水後CH4の 生成 が開

始 される時期は第2鉄 の還 元 が進行

しEhが かな り低下 した後 で,猿 投

5日 目,長 野16日 目及び矢代 田5

日目である.メ タ ン菌 の代 謝活動 に

還 元伏態 の発達 が前提 となる ことを

示 してい る.

土 壌有機 物の分解生産物 であるア

ンモ ニア とCO2の 生成量か ら各土

壌 の可分解性有機 物量を 推 定 す る

と,矢 代田 に最 も多 く,長 野 では中量,猿 投 に量 も少 い と考え られ る.従 ってCH4生 成量が矢代 田において著

しく大 きいのは当然 であるが,可 分解 性有機 物量の比較的 多い長野 においてはその半 分以下の猿投 に比 しては る

かに少い事実 は興味 が深い.か か るCH4量:の 違い は恐 らくメタ ン菌 の代謝基質(8,9),特 に醗 酵生産 物たる 恥,

有機酸 等の生 成集 積 の多 少に由来す る もの と考 え られ る、即 ち長野土壌 では有機物の 分解 過程の大部 分がかな り

好気的 に進行 して メタ ン菌 の基質の生成 が少いのに 比 して,猿 投 土壌 では大半 の有機物 の分解 が嫌気 的過 程を と

って醗酵 生産物 の集 積著 しく,メ タン菌 の代謝活動 を促進す る もの と考え られ る.

H2:Hzの 生成はCH4と 同 じくEhが 低下 し還 元状 態が或 る程度 発達 した後 に始め てncめ られ る.そ の生

成 量はCH4に 比べ ては るかに 少 く,又 量的 変動著 しく集積消失 を く りかえすが,こ れ は嫌気菌,恐 らくメタ ン

菌,硫 酸還 元菌 等のhydrogenaseに よってHZが 利 用 されて いる もの と考 え られ る.

N2:N2の 分析値 はか な りの 変動 を示すが,傾 向 として は各土壌共 にEhが 低下 してCH4,H2等 の生成 が

認 め られ るに いた って増大 してお り,猿 投5日,長 野16日 及 び矢代 田7β 以降それぞれ 湛水当初 の数 倍に近 い

集 積量 が示 され る.湛 水時 におけ るN2の 大部分は気泡 或いは溶 存の形態 で存 在す る空気 に由来す る もの と考え

られ るが,還 元状態 の或 る程度 発達 した後増大 したNZ部 分 の起 源は興味あ る問 題であ る.Ni分 析値は 筆者 等の
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第3図 矢 代田 土壌のCO2とCH4

分析法 に よれば(N2+CH4+H2)の 全量 か らそれぞ れ個 別に定 量 したCH4とH2の 含量 を控 除 して得 られ る竜

のでその精度 は低 く,こ れ らの問題の検討 は更 に精密 な実 験の結果 に まちた い.

2)有 機 酸 成 分

24時 間エー テル連続抽出 に よ り分離 された有機酸 の定量 結果は第4表,第4, 5, 6図 に示 した.

第4表 猿 投 土 壌 の 有 機 酸成 分

(乾 土100g中m. e.)

第4図 猿投 土壌 の 水溶性 有機酸

*)ペ ーパ ークロ マ トグラフ ィに より大 部分酪 酸 と定性**

)酢 酸はlathanum法 蟻酸はchromotropic法

に より定性

第4表 に よれ ば土壌中の有機 酸,特 に生成変化 の著 しい酢酸

はその大 部分 が水溶性劃 分に捕捉 され るこ とがわか る.従 って

第4～6図 にお いては各土壌共 に水溶性劃分に得 られた有機酸 量の変遷 を示 した.

第4図 の猿 投土壌 は湛水後1日 以降蟻酸,酢 酸の生成 が増大 し6日 乃至8日目 に極大量 に達す るが,そ の後急

速 に滅 少 して蟻酸 は15日目 に 全 く消失 し,酢 酸は20日 以降8日 目極大量 の1/4乃 至1/5に いた る.こ れ らの

減少は 水田土壌中 におけ る有機 酸の嫌気菌 に よる利用を 示唆 している.グ ル ープ1(大 部分は酪酸 と定性)は16

日目か ら少量 が集 積す る,

第5図 をみ る と長 野土壌 にあ っては湛 水後11日 目迄 有機 酸の集積は 全 くみ られ ず,14日 以降 少量な が ら酢酸



第4号 〕 水田土壌の微生物代謝に関する研究(第4報)219

第5図　 長野土壌 の水溶性有機酸

の生 成が始 ま り,20日 以降にな ってわ ず か に

グループ1(大 部分酪 酸 と定性)が 集積す る.

猿投に 比べ 長野の有機酸 集積時期が きわ めてお

そ く,又 集積 量が著 しく少 いのは,長 野に おけ

る有機物 の分解が湛水後長期 間醗 酵生産物を集

積 しな いよ うな過程を経 過す る ことに因 ると考

え られ る.一 方猿投 において は湛 水後 かか る過

程が経 過す る期間が短 いが,そ れは有機 物のfi

解 形式が速かに醗酵 過程に移行す るこ とを示す

もので あろ う.第3報,第5図 をみ る と長 野に

おけ る有機 酸 の集積 しない段階に第2鉄 の還元

が進 行 しつつ ある期 間 とよく一・致 してお り,醗

酵生 産物を集績 しない有機 物分解過程 と第2鉄

の還元 との密接な関連 を示唆 してい る.

第6図 に示す如 く,矢 代 田土壌にお いて も湛

水後第2鉄 の還 元が急速に進行 する5乃 至6日

間(第3報 第6図 参照)は 酢 酸,グ ル ープ1

の集積 を殆 ど認 めないが,6日 以降酢 酸は著 し

く増大 し15日 目に極大埴に達 した後減少 して

いる.グ ル ープ1(大 部分酪酸 と定性)は6日

以 降実験終了迄漸 増を示 し,供 試土壌 中その集

積量二最 も多い.

考 察

第3報 並びに第4報 の実 験結果 を微 生物代謝

の 観点か ら検討す る と,湛 水下水 田土壌 中にお

け る還 元状態発達 の総過 程は次の よ うに考 え ら

れ る.

第6図 矢代 田土壌 の水溶性有機酸 湛 水後1日 以内にO2が 完全に 消失 している.

この段階は02を 電子受 容体 と し て 好気 菌或は通性嫌 気菌に よる有機 物の好気的分解 が進 め られ る と考 え ら れ

る(11).

湛水当初,硝 酸 の減少著 しく,3日 目には殆ん ど消失 してい る.こ の過程には分子状酸 素の代 りに硝酸 を電子

受容体 として用 いる 「硝 酸呼吸」(12,13域は 「脱窒」 作用(10,14,15)が関与 して いる と予 想 され る.

以上 の2過 程 と同時 或は若干遅 れ て第2鉄 の還 元が 開始 す る.即 ち猿投,矢 代 田は湛 水当初か5そ れぞれ2日

及び6日 にいた る迄,長 野は湛水 後2日 か ら15日 にわ た りそれぞれ活溌 な第2鉄 還元 が進行 す る.か か る第2鉄

の還元過 程は恐 らく細 菌の作用に基 因す るものであろ うが,そ の機作につ いては二つ の可能性 が考 え られ る.

Bloomdeld(16)は 醗 酵 した草 の殺菌液及 び樹葉 の水抽 出物が第2鉄 を溶 出 し且 つ還 元す るこ とを明 らかに して,

細菌に よる第2鉄 の還 元は醗酵 の副次反応 にすぎな い と主 張 して いる.こ れに対 してBromfield(17,18)は 第2鉄

が細菌の呼 吸の電子受 容体 と して利 用され るとの立場 か ら研究 を進 めてい る.果 して湛水土壌 中におけ る第2鉄

の還元が前者 の化学的過 程を とるか,或 は後者 の細菌呼吸説に よるか誠に興味 ある問題で あるが,そ の機作 の解

明は今後 の研究 に またねば な らない.

これ ら酸 素 と硝 酸の消 失及び第2鉄 の還元が行 われ る過程に おいてEhの 下 降,pHの 上昇は大 略終了 し,又

CO2と ア ンモ ニアの旺盛 な生成が行われ るが,一 方硫化物,H2,CH4,有 機酸等 の生成集積は殆 ん ど認め られ な

い.以 上 の3過 程におけ る有機 物 の分解 形式は醗酵生 産物(Hz,有 機酸 等)を 集積せ ず,厳 正嫌気 菌たる硫 酸還

元菌,メ タ ン菌 の代謝 を許 さない点に おいて以降の段階 とかな り明確に 区別で きる,従 って これ ら3過 程を一応

第1段 階に総 括す る.
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第1段 階 の経 過後,硫 化物,H2,CH4,有 機酸 の生成集積が 開始 され る.こ れ らの中Hz,有 機 酸は一旦 生威

した部分 が再 び消失或は減 少 してい るが,一 方硫化物,メ タンは増加 の一途を辿 る.従 って第2段 階にお いては

先 の過 程におけ るEhの 著 しい低下に よ り嫌 気菌 の生 育す る電位 が与え られ て嫌気 菌の代謝 が支配 し,有 機 物の

分解は醗 酵形式 をと り,生 成す る醗酵 生産物は メタ ン菌,硫 酸還 元菌等の代謝基 質 と して利 用 され る もの と考え

られ る.長 野,矢 代 田にお いてCH.aの 生成 開始 と同時 期にCOzが 減退 し始め る裏 実は第1報(7)と同じ くCO2

のCH4へ の転化 が考え られ るが,そ の後CO2量 は 再び増大 してお り,そ の関 係は複雑 であ る.

秋 落ち水 田に おけ る 「根腐」 の原 因 と考え られ る異常還元 は,第2段 階 の発達に伴 う硫化水素 及び有機 酸の

生 成 とその集 積童 が問題 となるであろ7.著 者 等の実験に よれ ば,こ れ らの嫌 気的過程 には常に 第1段 階の進行,

Ehの低 下 を先行条件 とす る.従 って第1段 階が湛 水後長 期間続い て大 部分の可分解性 有機物 の分解 ばそ の期間

に行われ,全 湛 水期間中 に第2段 階 のめざま しい発達 をみない場合 も予想 され,第1段 階 の内容の解析は実 用的

観 点か らも興 味が深 い.こ れ らの点につ いて以下本実験 の分析結果 に即 し若干 の考 察を試み たい.

長野土壌 の第1段 階 は15日 間 も続 き,湛 水長期 にわ た るもCH4,有 機酸 等 の還 元生成物 の集積は 少いが,猿 投

は3日 以降 すでに第2段 階に入り,土 壌 の可分解性有機 物量 の大 きさを一応 示す と考 え られ るアンモ ニ ア 及 び

cotの 生成量は長野に 比 しては るかに 少いに もかかわ らず,CH4,有 機酸 等の生成は きわめて旺盛 である.又 矢

代 田の第1段 階は6日 間,第2段 階におい て大 量のCH4,有 機酸 の生成集積 をみ る.こ れ らの違 いは第1段 階を

規定す る因子 と著者 等が推定 してい る土壌 の酸化 力(土 壌中 におけ る呼吸 の電子受容体 及び酸化剤 の総量)と 可

分解性 有機 物量 の相互の関係 に由来す るもの と考え られ る.そ こで湛 水時 におけ る土壌 の酸化 力につ いて,O2,

硝酸,0.2NH2SO4可 溶 の被還 元性第2鉄 及 び易還元性 マ ンガン量 を夫 々乾土100g当 りO2mlに 換算 して比

較すれ ば右表 の如 くなる.

これ らの値 の中で,酸 化力 として量的に量 も大 きく

且又 土壌間 の差 異を明確 に示 してい るのは第2鉄 であ

って,猿 投 に比 して長野 は15倍 に相 当す る第2鉄 量を

保持 してお り,こ れが両 者の第1階 の期間の違 いを決 定す る重要 な因 子 であ ると考 え られ る,矢 代 田は長野よ

り若干 多い第2鉄 量を有す るが,そ の可分解 性有機量 がは るかに 多 く,従 って第1段階 は6日 で大 略終了す るも

の と考 え られ る.仮 に土壌100g中 に還元 される第2鉄 が19あ ればO2 100ml,空 気477mlに 相 当 してお

り,湛 水土壌 中の有機物分解 過程におけ る第2鉄 の酸 化力 と しての意義は大 きい.

本研究を行 うにあたり多大の援助と助言を賜った名古屋大学徳岡松雄教授,東 京大学弘法三 教授並に試料採

取に際し協力頂いた長野農業試験場上郷千春技師,新 潟農業試験場井利一技師に厚く御礼申し上げる.
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