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Lo RESUME

i ) DANSK RESUME

Som led i en rakke miljgundersggelser omkring olieefterforskningen
ved Vestgrgnland er der foretaget undersggelser af de mikrobielle
forhold i grgnlandske farvande. De her beskrevne undersggelser ud-
gg¢r anden del af et projekt og har til formdl at undersgge, hvil-
ke mikroorganismer der findes i omradet, mikroorganismernes udbre-
delse samt deres muligheder for at nedbryde olie i1 laboratoriet.

I projektets fgrste del gennemfgrtes undersggelser pad tre kystnare
lokaliteter. Resultaterne er beskrevet i en tidligere rapport. I
de videre undersggelser er to af disse lokaliteter undersggt ner-
mere. Det drejer sig om Faringehavn som det mest olieforurenede
omradde og Kigdlut Iluat som det mindst forurenede omrdde. Desuden
foretoges undersggelser i det Abne havomrdde ud for Vestgrgnland,
Fylla banke, et omrdade, som forventedes at vare endnu mindre for-
urenet end Kigdlut Iluat. Undersggelserne i det &bne hav udfgrtes
i to perioder, dels i starten af juni og dels i slutningen af sep-
tember 1978.

P& vand- og sedimentprgver fra de tre omrdder er udfgrt kvantita-
tive og kvalitative mikrobiologiske undersggelser. Undersggelserne
har vist fglgende:

- sdvel udenskers som indenskears forekommer der flere
arter af olienedbrydende bakterier, som ved lave tem-

peraturer og under marine forhold kan nedbryde olie,

- savel totalkimtal som antal olienedbrydende bakterier
er hgjest i Faringehavn, hvor der er olieforurening fra

tankanlagget Polaroil,

- antallet af totalkim og olienedbrydende bakterier i

vandfasen er generelt lavt i alle 3 undersggte omrader,

- i sedimenter fra Fylla banke er der fundet hgjere antal
totalkim og olienedbrydende kim i juni end i september,
hvorimod der ikke kunne konstateres forskel p& kimind-

holdet i vandoraver.



- der er ikke fundet kendte human- eller fiskepatogene

bakterier.

Yderligere er udfgrt laboratorieundersggelser til belysning af
den olienedbrydende evne hos den naturlige mikroflora i det &bne
havomrade, hvor olieefterforskningen i Vestgrgnland foregik. For-
skellige faktorers indflydelse pd nedbrydningen undersggtes, idet
nedbrydningen fulgtes gennem 19 uger ved hjalp af mikrobiologiske
og kemiske analyser. Nedbrydelighedsundersggelserne har vist fg¢l-
gende:

- tilstedevarelsen af sediment virker starkt fremmende pa

nedbrydningen af olie,

- en temperaturstigning fra 4°c til 20°C virker som ventet
fremmende pa nedbrydningen, men olie nedbrydes ved 4OC,
processen foregdr blot langsommere,

- en forggelse af oliekoncentrationen fra 0,05% til 0,5%
virkede i forsggets start he@mmende pé& nedbrydningen
(toxisk effekt ?), hvorimod pavirkningen var ringe se-

nere i forsgget,

- tilsetning af uorganiske neringssalte virker starkt frem-

mende pd& nedbrydningen,

- som et mal for olienedbrydningen har bestemmelsen af to-
talkim vist sig mere velegnet end bestemmelsen af olie-

nedbrydende kim,

- organiske buffere som for eksempel TRIS-buffer er ikke
anvendelige ved nedbrydelighedsforsgg med langsomt ned-
brydelige stoffer, idet organiske buffere synes at kun-
ne indgd som kulstof- og energikilde i et forsgg, hvis
forudsztning netop er, at olien selv udggr den eneste
kulstof- og energikilde.



T2 SUMMARY

As a part of environmental studies initiated in connection with
0il exploration off West Greenland, investigations of the micro-
biological conditions in Greenland waters were carried out. The
studies reported here are the second part of a project with the
aim of determining which microorganisms are present, their distri-
buticn and their ability to degrade oil in laboratory experiments.

In the previous studies investigations were carried out in three
coastal areas. The results are described in a previous report.

In the present study two of these areas were further investigated.
The two areas were Faringehavn being the locality most exposed to
0il and Kigdlut Iluat being the one least exposed. Furthermore in-
vestigations were carried out in the open sea off West Greenland,
Fylla banke, an area expected to be the least exposed of the areas
investigated in this study. The studies in the open sea were per-
formed over two periods, in the beginning of June and at the end
of September 1978.

Quantitative and qualitative microbiological examinations were per-
formed on water and sediment samples from the three areas. The ex-
aminations have shown that:

- several species of bacteria with the ability of degra-
ding o0il in the sea at low temperatures were found in
the open sea as well as in the coastal areas,

- the total number of germs as well as the number of oil
degrading bacteria were larger in Fa@ringehavn, having

some oil pollution from an oil tank plant, Polaroil,

- the total number of germs and the number of oil degra-
ding bacteria in the seawater samples were generally low
in the three areas studied,



- in sediment samples from the open sea the total num-
ber of germs and the number of o0il degrading bacteria
were found to be larger in June than in September,
whereas no difference was found in the water samples,

- human or fish patogenous bacteria have not been found.

Laboratory studies were carried out to examine the o0il degrading
ability of the natural microflora (i.e. in seawater and sediment)
in the open sea, where the o0il explorations off West Greenland
were carried out. The influence of different factors on the bio-
degradation was examined, as the degradation was followed during

a period of 19 weeks by microbiological and chemical analysis. The
degradation studies have shown that:

- the presence of sediment facilitates the degradation of

oil,

- an increase in temperature from 4°c to 20°c facilitates
the degradation as was expected, but o0il is degraded

even at QOC,

- an increase in oil concentration from 0,05 to 0,5 per
cent inhibits the growth of microorganisms in the be-

ginning of the incubation period,

- the addition of inorganic nutrients strongly facilita-

tes the degradation,

- the determination of the total number of germs seems to
be a better measurement for degradation of oil than the

determination of o0il degrading microorganisms,

- organic buffers like TRIS-buffers must be avoided in
degradation studies of relatively undegradable substan-
ces, as organic buffers seem to act as a carbon source

where the o0il is assumed to be the only carbon source.



2i INDLEDNING

I forbindelse med, at der i 1976 blev indledt boringer efter
olie i vestgr@dnlandske farvande, blev der ivarksat en rak-=

ke miljgundersggelser i omra&det. Med hensyn til en generel be-
skrivelse af baggrunden for disse undersggelser og af det omra-
de, hvor de er foretaget, henvises til rapporten "Hydrocarboner
i marine organismer og sedimenter ved Vestgrgnland" /1/.

Formdlet med undersggelserne har varet at undersgge, hvilke mi-
kroorganismer der findes i grgnlandske farvande, samt disses
evne til at nedbryde hydrocarboner. Nazrvarende rapport skal ses
i sammenha&ng med rapporten "Olienedbrydende" mikroorganismer i
Feringehavn, Malenebugten og Kigdlut Iluat /2/, der beskriver
kvantitative og kvalitative undersggelser i vand og sediment af

mikroorganismer pd de navnte kystnare lokaliteter.

I narverende rapport er undersggelserne ligesom i 1977 foreta-
get pé& lokaliteterne Faringehavn og Kigdlut Iluat. Indsamlingen
er dog foretaget pd et andet tidspunkt for at undersgge 8rstids-
variationen. Desuden er der inddraget et nyt omrdde, idet en
lokalitet i det &bne havomrdde er undersggt pd to forskellige

arstider.

Rapporten indeholder desuden resultatet af laboratorieforsgg,
hvor mikroorganismer, indsamlet i vand og sediment fra grgn-
landske farvande, er blevet undersggt for deres evne til at

nedbryde olie under forskellige forsggsbetingelser.

Det er dels blevet undersggt, om de enkelte arter af mikroorga-
nismer er i stand til at nedbryde forskellige oliekomponenter,
og dels er nedbrydningen af olie i vand- og sedimentprgver med
den naturlige mikroorganismepopulation blevet undersggt ved
forskellige temperaturer og for forskellige typer af olie. Ned-
brydningen af olie i disse fors¢gg er fulgt bdde mikrobiologisk
og kemisk.



De her beskrevne undersggelser er gennemfgrt i samarbejde
mellem Vandkvalitetsinstituttet (VKI) og Grgnlands Fiskeri-

undersggelser (GF) og finansieres af GF.

De m& indtil videre betragtes som afslutning pad det projekt,
som belyser de mikrobielle forhold i gr¢gnlandske farvande
med henblik p& nedbrydning af oliekomponenter.

Z2il BESKRIVELSE AF FARVAND

Prpverne blev indsamlet bade i kystnare og abne havomrader.
De to kystnare lokaliteter er identiske med to af de loka-
liteter, der blev benyttet til de fgrste indsamlinger. Fig. 1

viser de undersggte lokaliteters beliggenhed.

Lokalitet 1l: Faringehavn, Kangerdluarssoruseq (63O 41'N.51°
31'V.). Faringehavn er beliggende ca. 56 km syd for Godthab

i en mindre fjord, Kangerdluarssoruseq (se figur 1). P& denne
fjords sydlige side har der gennem flere &r varet placeret et
olietankanlag (POLAROIL), hvorfra olieforurening javnligt har
fundet sted i forbindelse med bunkring af fiskefartgjer, tank-
skibe og andre skibe og i forbindelse med udtgmning af tank-

skibenes ballastvand ved anlgb til havnen.

Omrddet har saledes varet udsat for olietilfgrsel gennem flere
dr, og prgver udtaget i dette omra&de vil kunne give information,
om der eventuelt er udviklet en mikroflora domineret af"olie-
nedbrydere"”. Prgverne blev udtaget i umiddelbar narhed af POLAR-
OIL's kaj. Sedimentet i omrédet bestod af sand med organisk ma-

teriale, og vanddybden varierede mellem 11 og 90 meter.

Lokalitet 2: Kigdlut Iluat (63° 53' N. 51° 24' V.).Rigdlut Iluat
er beliggende 35 km syd for Godthdb. Omriddet er ubeboet, og bug-

ten m& anses for at vare ubelastet af olieforurening. Prgver ta-
get i dette omrdde m& antages at kunne give information om, hvor
stor en del af mikrofloraen, der vil vere i stand til at nedbry-
de hydrocarboner fra rdolie, ndr der i omraddet kun er hydrocar-

boner af biogen oprindelse til stede. Prgverne er udtaget pa dyb-

der mellem 12 og 83 meter. Sedimentet bestod af sand og silt.
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: Fylla banke



Lokalitet 3: De prgver, der reprasenterer et &bent havomrade,

er indsamlet pd kanten af Fylla banke (fig. 1l). Prgverne blev
indsamlet pd kanten, hvor sedimentet bestod af sand med vari-
erende ma&ngde skalgrus. Prgverne blev indsamlet indenfor et
omrade pad 1 sgmil’? omkring positionen 64°04' N, 52°33' V pa
vanddybder fra 63 - 70 meter i en afstand ca. 25 km fra kys-
ten, da det formodedes, at der i denne afstand ikke vil vare

nogen padvirkning fra landomréider.



3, METODER

5. INDSAMLING AF PR@VER

Indsamlingen af prgver blev foretaget fra Grgnlands Fiskeri-
undersggelsers skib ADOLF JENSEN to gange p& Fylla banke i
henholdsvis juni og september maned og i Faringehavn i sep-
tember madned. Prgverne fra Kigdlut Iluat blev indsamlet fra
kutteren TORNAQ i september.

Alle vandprgver blev indsamlet i 1 meters dybde med Knudsen-
vandhenter, der blev steriliseret fgr brug. Vandet blev over-
fprt til sterile plastflasker. Temperatur og saltholdighed
blev mdlt i 1 meters dybde.

Sedimentprgverne blev indsamlet med lysekrone-bundhenter, hvis
plastikrgr blev steriliseret fgr brug. De to gverste cm af se-

dementspjlen blev overfgrt til en steril plastikbeholder.

Bade vand og sediment blev opbevaret ved temperaturer mellem

1° og 4°c indtil podningen fandt sted. Dette skete pa VKI's
laboratorium i Hgrsholm for pregverne fra Fylla banke, medens
prgverne fra Faringehavn og Kigdlut Iluat blev podet pa Fiskeri-

bioclogisk Laboratorium i Godthéb.
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3.2 ANALYTISKE METODER

Samtlige prgver underkastedes mikrobiologiske undersggelser
efter metoder, som beskrives 1 afsnit 3.2.1.

Desuden udfgrtes nedbrydelighedsforsgg i laboratoriet, idet
der hertil benyttedes vand og sediment indsamlet i de &abne
havomrader ved Fylla banke. Ved laboratorieforsggene fulgtes
nedbrydningen ved mikrobiologiske og kemiske analyser. Meto-
dikken ved nedbrydelighedsforsggene beskrives i afsnit 3.2.2.

BBy d: Mikrobioclogiske metoder
Totalkim er bestemt p& marinagar (Difco Bacto-marine agar 2216).
Substratet fremstilledes efter formel oprindeligt angivet af

Zobell. Sammensatningen fremgar af bilag 1.

Ved undersggelsen af sediment og vand fremstilledes fortyndin-
ger af undersggelsesmaterialet, sd& der opndedes fortyndinger

pa 10#l - 10q6. Som fortyndingsvaeske anvendtes fysiologisk salt-
oplgsning. Fra disse fortyndinger podedes i petriskale, og in-
ocula reprasenterende de anvendte fortyndinger overhazldtes med
smeltet 45° varm marinagar. Inkubationstiden var 7 dage ved
20°c.

Metoden er benyttet i den tidligere undersggelse /2 /.

Olienedbrydende mikroorganismer er bestemt under anvendelse af
MPN-metode. Substratet er en modifikation af Colwells medium

/ 3/, idet indholdet af MgSO,, 7 H,0 er nedsat for at forebyg-
ge udfazldninger af magnesiumphosphat. Substratets sammensatning
fremgar af bilag 2.

Substratet fordeltes pd reagensglas med skrueldg med 5 ml sub-
strat pr. glas. Der tilsattes med mikropipette 50 ul olie pr.
glas, svarende til 1% olie.
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Der anvendtes Shell Vitrea oil 27, en let smgreolie fri for de-

tergenter. Olien har fglgende sammensa@tning:

ca. 70% alkaner
ca. 24% cycloalkaner

ca. 6% aromater.

Tilsdede glas henstod i 2% maned i rysteapparat ved 15 ©c. Hver
fortynding var reprasenteret med 3 rgr (triplicate-opsztning).

Rgrene aflastes en gang ugentligt.
Metoden er benyttet i den tidligere undersggelse /2/.

Kvalitative bestemmelser vedrgrende isolerede olienedbrydende

bakterier.

e e A e S ——— ——— . ———————— e — T — ——

Bakteriestammer blev isoleret fra medier med olie som eneste kul-
stofkilde. Stammer er isoleret savel fra de abne havomrdder ved
Fylla banke som indenskars ved Faringehavn og Kigdlut Iluat. En
del stammer er isoleret fra nedbrydelighedsfors¢gene. Hovedpar-
ten hidrgrer fra sediment, dog med enkelte stammer isoleret fra
vandfasen. Stammerne er isoleret fra prgver udtaget sdvel juni
1978 som september 1978.

De isolerede bakteriestammer er undersggt biokemisk for at opna
en initial biokemisk-taxonomisk wvurdering, og specielt med hen-
blik pa at dokumentere, hvorvidt olienedbrydende fiskepatogene

eller humanpatogene bakterier kunne pavises i de &bne havomrdder.

Biokemisk-taxonomiske undersggelser er udfg¢rt ved hj=zlp af fgl-
gende tests:

Gramfarvning, hamolyse, pigmentering, katalase, cyto-
chrom oxidase, tween 20, tween 80, gelatine, lecitinase,
O/F-test, Simmon's citrat, bevagelighed (S.I.M.), H25
(S.I.M.), indol (S.I.M.), 1% tryptone uden salttilsat-
ning, 1% tryptone med 4% NaCl, 1% tryptone med 7% NaCl,
Voges Proskauer, arginin (Mgller), lysin (Mgller), urin-

stof, nitratreduktion, arabinose, cellobiose, laktose,
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sucrose, glycerol, stivelse, xylose, chitin, kgdvand
med 1% NaCl ved SOC, kpdvand med 1% NaCl ved lOOC,
kgdvand med 1% NaCl ved 15°C, kgdvand med 1% NaCl ved
30%:.

Alle aflasninger af reaktioner er afsluttet senest 7. dagen med
daglige aflasninger af @&ndringer i reaktioner. Hvor ikke andet
er anfgrt, er den anvendte temperatur 20°c.

3 2.2 Nedbrydelighedsforsgg

Nedbrydelighedsforsggene udfgrtes som rystebord-forsgg i labora-
toriet.

Ved forsggene undersggtes 5 faktorers indflydelse pa den mikro-

bielle nedbrydning af olie. Disse faktorer er:

A: Sediment

B: Olietypen

s Temperaturen

D: Oliekoncentrationen
E: Naeringssalte

Forsggene blev tilrettelagt efter statistisk forsggsplan for et
partielt 2k—faktorfors¢g. Forsggsplanen og beregningerne er kort
gennemgaet i bilag 3, og for en ngjere gennemgang henvises til
/4/. Den benyttede forsggsplan g¢r det muligt samtidigt at bestem-
me faktorernes indflydelse. Faktorernes razkkefglge er valgt sale-
des, at der opnds den stgrst mulige information om de enkelte fak-
torers indflydelse. Ifglge forsggsplanen kan hver faktor have 2
"vardier". For ovenstaende faktorer var disse "vaerdier" fglgende:

A: Al — vand uden sediment

A2 - vand med sediment
B: Bl - Ekofisk raolie

B, — Iran Light raolie
C: ¢y ~ 4%

c, - 20%



w: 1% =

D: Dl - 0,05% olie
D, - 0,5% olie

E: El - uden naringssalte
E2 - med naringssalte

I tabellerne Bl - B3 1 bilag 3 er faktorernes effekt pad oliened-
brydningen beregnet som talstgrrelser. Disse tal angiver, hvilken
virkning en @®ndring af en faktor fra den ene "vardi" (f.eks. Al)

til den anden "verdi" (f.eks. AZ) vil have pd den pagezldende ana-
lysevariabel.

Der startedes 8 forsggsserier, idet hver "vaerdi" for de 5 faktorer
optradte i 4 serier. 4 serier k¢rtes ved 4°c og 4 serier ved ZOOC,
til 4 serier sattes ingen naringssalte og til 4 serier sattes na-

ringssalte, etc. Forsggene blev opstillet efter skemaet i tabel 1,

hvor faktorernes "vardi" er angivet for de 8 forsggsserier.

o Faktor A B c D E
1 A, By ¢y D, E,
2 Ay By €1 Dy By
3 A, B, c, B, E,
4 A, B, €, D, E,
5 Ay By c, D, E,
6 A, B, C, D, E,
7 Al B2 C2 Dl El
8 A, B, c, D, E,

Tabel 1. Forsggsplan for nedbrydelighedsfors¢gg.
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Det benyttede vand og sediment var indsamlet i de abne havom-—
rdder ved Fylla banke, og for sdvel vand som sediment var der
tale om blandingsprgver. Pr¢gverne indsamledes den 1. juni 1978,
og forsgget startedes den 6. juni.

En karakteristik af de anvendte rdolier er givet i tabel 2.

Crude oil EKOFISK CRUDE IRANIAN LIGHT CRUDE
(Noxway) (Iran)

Specific gravity 15/4 °c 0.839 0.855

Kin. visc. at 50 °F cst 12.7 14.3

Kin. visc. at 100 °F cst 4.62 6.2

Sulphur % wt 0.17 1.4

Pour point (ASTM max.) % -9 -15

Total acid number mg KOH/g 0.08 0.10

Tabel 2. Karakteristik af de anvendte raolier /5/.

For at tilnarme undersggelserne de naturlige forhold fjernedes
de mest flygtige komponenter fra radolien, inden forsggene star-
tedes. Disse komponenter er de mest akut toksiske og ville
kunne betyde en kraftig hamning af mikrofloraen ved forsggets
start, en hamning der ikke ville have betydning under naturli-
ge forhold, hvor de flygtige komponenter vil fjernes under

weathering processerne.
Den simulerede weathering af réolien udfgrtes som fglger:

Olie og ionbyttet vand blandedes i en flaske med perfo-
reret 14g i forholdet 1:10, og flasken anbragtes i 3
dage pa rystebord ved ca. 22 °c. For begge olietyper
fijernedes 24% af olien ved denne behandling. Den til-

bageblevne rdolie benyttedes ved forsggene.
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Oliekoncentrationen i forsggene var valgt ud fra erfaringer fra
nedbrydelighedsundersggelser udfgrt i forbindelse med et olie-
spild i Melville bugten i august 1977 /6/. Disse forsgg udfgrtes
med 0,5% olie, og resultaterne tydede p&, at en mindre olie-
mengde ville ggre en eventuel nedbrydning lettere at detektere

ved kemiske analyser.

Naringssaltene blev tilsat som ammoniumnitrat i koncentrationen
1 g NH,NO; pr. liter og phosphatbuffer (pH 7,5) i en koncentra-
tion svarende til ca. 0,6 g KZI-IPO4 pr. liter.

T nervarende forsgg er anvendt phosphatbuffer i stedet for orga-
niske buffere, som for eksempel TRIS-buffer som eventuelt kunne
udggre en falsk og ugnsket kulstof- og energikilde. I initiale
forsgg pa Vandkvalitetsinstituttet blev det eftervist, at TRIS-
buffer i den rekommenderede tilsatning (12 g/liter) tilsat
Colwell-substrat uden andre kulstofkilder kunne resultere i en
stigning i kimtal af en olienedbrydende teststamme fra 106/m1
til lOB/ml efter 4 uger. Kontrolfors¢g uden TRIS-tilsztning ud-

viste konstante kimtal i forsggsperioden /7/.

P& basis af narvarende undersggelse md der advares starkt mod
anvendelse af tris-buffer, idet dette stof eventuelt kan ud-
nyttes af bakterier fgr eller parallelt med det stof, hvis ned-
brydelighed ¢nskes undersggt.

Forsggene udfgrtes i Erlenmeyerkolber. For hver forsggsserie
blev fremstillet blandinger i1 én 1 liter kolbe og otte 100 ml
kolber. Literkolben benyttedes til de mikrobiologiske undersg-
gelser, der sidledes alle udfg¢grtes pd den samme kolbe. Startrum-
fanget var ca. 350 ml vand og 50 g sediment. For hver forsggs-
serie medtoges en kontrolkolbe til de mikrobiologiske analyser.
Kontrollen var uden tilsat olie, men ellers identisk med den
tilsvarende forsggskolbe.

De otte 100 ml kolber benyttedes til de kemiske analyser, idet
der ved hver analyse benyttedes &n kolbe. Mangderne i hver kol-
be var 50 ml vand og 10 g sediment. Som kontrol ved de kemiske
analyser benyttedes kolber med olie og 0,2% formalin.

Formalin standser den bakterielle vakst, og kemisk analyse
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af disse kolbers indhold vil derfor afspejle de fysisk-kemiske
@&ndringer, der har fundet sted i forsggsperioden, mens andrin-
ger foradrsaget af mikrobiel aktivitet elimineres.

Der udtoges prgver ved forsggets start og efter 1, 2, 3, 5, 8,
12 og 19 uger, og prgverne underkastedes mikrobiologiske og

kemiske analyser.

De mikrobiologiske analyser omfattede bestemmelse af totalkim
og olienedbrydende mikroorganismer ved metoderne anfgrt i af-
snit 3:2:1.

De kemiske analyser omfattede en bestemmelse af mengden af to-

n-C =
.17 — 0og nC18 — forholdene. De sidstnavn-
pristan phytan

te forhold kan benyttes som en indikation pa mikrobiel nedbryd-

tal olie samt af

ning af olien, idet n-alkanerne n-Cj7 og n-C38 nedbrydes hurti-

gere end de forgrenede alkaner pristan og phytan.

Analyser udfgrtes som fglger:

Hele forsggskolbens indhold af vand, olie samt even-—
tuelt sediment ekstraheredes tre gange med 1,1,1 -
trichlorethan. Den kombinerede ekstrakt fortyndedes
til 20 ml med trichlorethan. Nogle fa& mikroliter an-
vendtes til gaschromatografisk analyse. Den gaschroma-
tografiske analyse udfgrtes pa en Hewlett Packard
model 5830 A med flammeionisationsdetektor (FID). Der
benyttedes en SCOT kolonne med 53.000 teoretiske bunde,
stationar fase: OV 10l1l. Ovntemperaturen programmeredes
fra 85 °C til 275 °C med 4 °C/min. S&vel alkaner som
aromater og cycloalkaner medtages, idet hydrocarboner
i kogepunktsintervallet for alkanerne C12 - C36
medbestemmes. Ved bestemmelsen af det totale olieind-
hold benyttedes som reference den réolie, der blev til-
sat ved forsggets start, det vil sige ré&olien efter den
simulerede weathering.



4, RESULTATER

4.1 KVANTITATIVE UNDERS@GELSER OVER FOREKOMST AF TOTALKIM
OG OLIENEDBRYDENDE KIM

I tabellerne 3-6 er anfgrt analyseresultaterne fra bestemmelsen
af totalkim og olienedbrydende kim. Tabel 3 og 4 omfatter re-
sultaterne fra de kystnare omrader Faringehavn og Kigdlut Iluat,
mens tabel 5 og 6 omfatter resultaterne fra de adbne havomréder
ved Fylla banke.

Ly
Prgve Prgvens Totalkim O%ienedbrydende Temp . Sglthql;
nr art pr ml/pr g kim pr ml/ pr g C dlghed,/éo
1 Vand 22 2,3 4,3 29,98
2 " 79 4,3 4,3 30,03
3 " 72 4,3 4,3 29,92
4 " 6 0,4 3,7 30,40
5 # 154 0,9 5,3 29,34
6 " 177 0,9 5,0 29,54
7 " 46 = 5;1 29,52

8 Sediment 1070 1,1

9 " 10800 Lol

10 L 4800 > 240

Y & 20 1,5

12 " 20 1,1 |
13 o 10800 110

14 " 137 2:1

Tabel 3. Totalkim og clienedbrydende kim i vand og sediment indsamlet

ved Feringehavn den 18. september 1978. Podet d. 19. september.



Prgve Prgvens Totalkim Olienedbrydende Temp. Salthol-

nr. art pr ml/pr g kim pr ml/ pr g Qe dighed,360
15 vand 2 0,4 3,9 30,74
16 " <1 2,3 3,9 30,59
17 " 2 <0,3 4,0 30,75
18 t 3 <0,3 4,1 30,61
19 " 4 0,9 4,1 30,41
20 " 4 0,9 3,8 30,74
21 # 120 24 4,2 30,35
22 Sediment 68 2,3
23 " 5 2,3
24 ik 282 0,4
25 " 98 0,4
26 " 75 15
2:7 " 8l 0,3
28 " 78 2,0

Tabel 4. Totalkim og olienedbrydende kim i vand og sediment indsamlet

ved Kigdlut Iluat den 22. september 1978, Podet d. 23. september.



Prove Prgvetag-  Totalkim Olienedbrydende Tenp Salthol-
nr ningsdato pr ml/pr g kim pr ml/ pr g °c dighed, ?60
292 1/6 15 0,09
30 N 4 0,09
31 L 3 0,04
32 1 1 0,04
33 " 12 0,09
34 " 1 0,09
35 " <1 0,09
36 " 12 < 0,03 ca. 1l,0* ca. 33,33
37 " 6 1,5
38 " <1 < 0,03
39 " 9 0,09
40 " <1 < 0,03
41 " 4 < 0,03
42 " 12 < 0,03
43 - 1 0,04
44 25/9 42 < 0,03 2, 31.51
45 " 11 0,04 31,50
46 " 2 < 0,03 ’ 31,56
47 " 7 < 0,03 ; 31,49
48 " 4 < 0,03 - 31,50
49 " 4 < 0,03 - 31,60
50 " 4 < 0,03 = 31,50
51 " €1 < 0,03 = 31,50
52 " 1 0,04 = 31,50
53 " 4 < 0,03 - 31,50
54 " 1 < 0,03 = 33,51
55 " 2 < 0,03 = 31,55
56 " 3 < 0,03 - 31,52
57 " 1 < 0,03 - 31,50
58 ® 2 < 0,03 = -

* Temperatur og salinitet madlt 4 dage senere i samme omrade.

Tabel 5.

Totalkim og olienedbrydende kim i vand indsamlet ved Fylla banke

den 1.Jjuni og 25. september 1978. Podet henholdsvis den 3. juni

og 28. september.




Prove Prgvetag— Totalkim Olienedbrydende
nr ningsdato pPr.g kim pr. g
L) 1/6 26 110
60 " 200 110
61 ! 24,600 46
62 g 54 46
63 " 5.200 15
64 " 10 46
65 s 4.900 9,3
66 " 420 46
67 " 1.380 24
68 e 104 9,3
69 o 290 4,3
70 " 1.940 4,3
71 H 80 G 7
72 L 34.80C0 0,7
73 " 80 <0,3
74 25/9 100 0,9
5 " - 80 0,4
76 " 150 1,5
77 " 1.020 4,3
78 o 30 243
i) " 350 0,7
80 t 50 0,9
81 n 60 0,4
82 " 620 0,9
83 " 400 0,9
84 " 270 2,3
85 i 140 4,3
86 " 10 2:3
87 # 50 251
88 L 80 0,9

Tabel 6. Totalkim og olienedbrydende kim i sediment indsamlet ved

Fylla banke den 1. juni og 25. september 1978. Podet hen-
holdsvis den 3. juni og 28. september.



4,2 KVALITATIVE UNDERS@GELSER AF ISOLEREDE, OLIENEDBRYDENDE
BAKTERIESTAMMER

I tabel 7 er anfgrt de 70 bakteriestammer, som er isoleret fra
medier med olie som eneste kulstofkilde.

De anfgrte bakteriestammer er undersggt ved biokemiske tests, og
resultaterne heraf er anfgrt i tabellerne 8 og 9, hvor gramposi-
tive bakterier er anfgrt i tabel 8 og gramnegative i tabel 9.

STAMME NR LOKALITET PR:::;AGN. PROQVENS ART PR@VE NR
5 Fylla banke 1/e-78 Sediment = 60
7 4 e x 61
13 " . " 65
18 o " " 69
51 W " nedbr . forseg eksper. serie 6
m/sediment
72 » " Sediment 66 .
121 i # “ 65
125 " " " 67
. 242 H M nedbr. forseg kontrol, serie 6
m/sediment
297 . “ " eksper. serie 8/
530 » " Sediment 59
531 " N " 59
532 2y » ! 59
533 . - d 59
534 " a ! 59
536 " " " 60
540 i L ' " 63
541 " " " 63
543 * " y 64
544 " " " 64
545 " ¢ " 64
546 " " ; 65
548 " " n 65
549 . " g 65
553 b oo M “ 67
555 S = " 67
556 = " " 68
557 " " " 68
559 " . " 69
560 " " L 69
561 - " " 69
562 “ e " ! 69
564 . . . 70

Tabel 7. (fortsattes)



STAMME NR LOKALITET PREiE’;J\GN PR@VENS ART PREVE NR
S65 Fylla banke 1/6-78 Sediment 71
566 . " " 71
617 . " " nedbr. forseg
m/ vand _eksper. serie 3
519 " " " " i 3
621 " u " " nooa
624 " o " " " 3
625a " o nedbr. forseg " "ooog
m/sediment
627 " ¥ . * o4
629 " " " " " 4
644 1 T " " S
647 “ " " : "6
655 " 3 : " " " g
659 " " " " "oog
660 " " i " v g
703 " " Sediment 59
704 n .o “ 60
720 " " " 64
725 " " " 65
728 " " " 66
731 " " S 66
737 i " “ 68
738 . . " 0
740 § . : &3
744 " " " B )
803 " " Vand 34
808 " " " 37
809 " " " 37
1001 a Faringehavn 18/9-78 sediment 10
1002 " " o 11
1006 b Kigdlut Iluat| 22/9-78 o 26
1007 a “ . " 28
1008 b Fazringehavn 18/9-78 vand 3
1009 b u * - " 2
1012 Kigdlut Iluat| 22/9-78 " i5
1013 a [ » " 16
7 1017 b Fylla banke 25/9-78 sediment 7%
1019 b u u " 84

Tabel 7. Oprindelse af isolerede bakteriestammer.
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H.5 NEDBRYDEL I GHEDSFORS@G

I tabellerne 10 - 17 er anfgrt resultaterne fra de 8 forsggs-—
serier i nedbrydelighedsforsgget. I hver tabel er samlet savel
de mikrobiologiske som de kemiske analyseresultater for en en-

kelt forsg¢gsserie.

Betegnelsen "total olie" omfatter sdvel alkaner som aromater og
cycloalkaner og vil saledes uspecifikt afspejle @ndringen af
olien. Forholdene n—ClT/pristan og n—Cls/phytan er normerede i
forhold til startbetingelserne, sdledes at afvigelsen fra 1,00
afspejler den mikrobielle nedbrydning.

I tabel 18 er anfgrt resultaterne af prg¢gverne tilsat formalin.
Prgpverne havde et olieindhold pad 5,0 g/l og blev analyseret ved
forsggets afslutning efter 19 uger. Resultaterne for forholdene
n—Cl?/pristan og n—ClB/phytan er ca. 1,00 og bekrafter saledes
anvendelsen af disse stgrrelser som indikatorer for en mikro-
biel nedbrydning. Resultaterne for total olie viser, at der er
sket en fordampning af oliekomponenter i forsggsperioden. Som
forventet er fundet den stg¢rste fordampning ved 20°.



Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim ToFal n—Cl7x) nFClBX)
uger ekspe- |kontrol |korri- |ekspe- koﬁiéo?lkorri— oe pristan phytan
riment geret |riment geret g/l
? 840 0,46 0,96 | 0,98
L 8,1 570 130 440 < 0,3 0,4 0 0,40 0,99 0,98
2 8,2 4,940 80 4.900 0,3 0,9 0 0,39 0,97 1,00
3 8,2 3.900 1.010 2.900 4,3 0,7 3,6 0,42 0,98 1,00
5 8,2 3.160 120 3.000 0,9 0,9 0 0,39 0,89 1,03
8 8,2 7.500 1.200 | 6.300 0,9 0,3 0,6 0,35 0,93 0,95
12 8,2 8.500 4.800 3.600 9,3 4,0 5;3 0,28 0,88 0,89
19 8,2 23.100 | 60.000 0 9,3 9,3 0 0,26 0,72 0,78
* G "Cig _ _
EEIEEEh 53;5?55 er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne)
Tabel 10.

Forsggsbetingelser:

A -

[os]
e R

m O 0

l_l

1

Resultater fra nedbrydelighedsforsgg, serie 1

vand uden sediment

Ekofisk raolie

4°c

0,05% olie

uden nzringssalte



X
Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total | n-C x) n-C )
pr. ml olie ot L0
uger ekspe- {kontrol|korri- |ekspe- |kontrol |korri- pristaniphytan
riment geret riment geret g/l
0 8,1 4,9 1,01 0,99
1 7,9 | 8.2004,1x10°| o g | «3 9 | 4,9 0,98 | 1,02
2 8,1 2,6x106 2,2x106 400.000 460 53 460 - 1,01 0,97
3 8,2 [1,1x10%| 61.000 [1,0x10° |>2.400 4 |>2.400 | 4,5 0,74 | 0,76
5 8,2 |1,2x10°| 56.000|1,1x10° | 460 4 460 | 4,4 0,88 | 0,87
8 8,1 ]420.000 | 44.000 (380.000 43 3 40 4,0 0,90 0,88
12 8,2 |810.000 | 21.000 |790.000 | 1.100 <.3 1.100 4,0 0,90 0,87
6
19 8,3 |2,0x10 73.000 l,9x106 2.100 .3 2.100 3,9 0,76 0,57
x) n-C n—Cl8
EEIEEEh Eﬁiﬁiih er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne)
Tabel 11. Resultater fra nedbrydelighedsforsgg, serie 2

Forsggsbetingelser: A, -

m o N0 w
HON N

vand med sediment

Ekofisk raolie

4°c

0,5% olie

uden neringssalte



Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total n—Cl7x} n—C18XI
pr. ml slle ristan [phytan
uger ekspe~ - kontrol |[korri- |ekspe- |kontrol |korri- P phy ’
riment geret riment - geret g/l
0 7,5 5.3 0,99 0,96
1l- 7,6 590 110 480 0,7/<0,3 O, = 1,01 1,00
2 7,4 520 58 460 < 0,3/<0,3 % 0,351 0,77 0,80
3 7.5 13.500 160| 13.300 0,8(<0,3 0,95,3 0,97 0,98
5 7.5 90.000 2.900| 87.000 15 <0,3 15 4,6 0,84 0,83
8 7,4 380.000| 16.800| 360.000 0,7, <0,3 0,7 3,4 0,85 0,80
12 7,1 780.000| 27.000| 750.000 110 0,9 109 4,4 0,72 0,74
19 6,9 |3,7x10° 24.800]3,6x10°| 15 |<o0,3 15 |4,0 | 0,63 | 0,62
g e
Eem— ————— er normeret i forhold til standardoclien (startbetingelserne)
pristan phytan
Tabel 12. Resultater fra nedbrydelighedsforsegg, serie 3

Forsggsbetingelser:

Mmoo 0 w

2
1
2
2

Al w

- 4%

0,5% olie

vand uden sediment

Iran Light rdolie

med naringssalte




Tid, pH Totalkim pr. ml 01ienedbiyd§§de kim |Total n—Cl7x} n—clax}
uger ekspe- (kontrol |korri- |ekspe- koitéol korri- ore pELILAR pyEar
riment geret riment geret g/l
0 7,4 0,50 0,99 0,99
1 7.5 El0.000 85.000 |720.000 43| < 3 43 | 0,39 0,97 0,99
2 7,6 |370.000 [870.000 0 43 | < 3 43 | 0,28 0,64 0,69
3 7,8 [2,6x10% |1, 2x10° |1,4x10° | 460 | < 3 460 |0,22| 0,61 | 0,66
5 7,8 '?,leO6 270.000 7,2x106 > 2.400 | < 3 >2,400 | 0,23 0,62 0,48
8 7,9 8,2x106 230.000 8,0x106 1.100 4 1.100 | 0,12 0,48 0,44
12 147 2,5x106 38.000 2,5x106 > 2.400 9 >2.400 | 0,13 0,14 ;23
19 7,4 4,7x106 53.000 4,6x106 1.100 4 1,200 | 0;15 | €.0;1 <0,1
) Gy "C1g
EEIEEEh og Eﬁiﬁiiﬁ er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne)
Tabel 13. Resultater fra nedbrydelighedsforsgg, serie 4

Forsggsbetingelser: A

B
C
D
E

L o ¢ B 5

|

vand med sediment

Iran Light raolie

4°c

0,05% olie

med naringssalte




y
Tig, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total n—Cl7x) n—ClSX'
BT, 1l olie ristan [phytar
uger ekspe- |kontrol korri- |ekspe- |kontrol |korri- P DRF =R
riment geret riment geret g/l
0 7,6 5,2 0,99 0,99
1 7,7 82.000{ 80.000 2.000 2,0 0,9 1,1| 4,6 1,00 1,02
2 7,4 |1,6x10°(154.000 |1,4x10% | 4,3 0,4 3,9 - | 0,94 |o,95
3 7,4 |6,6x10°(260.000 [6,3x10% |  9,3| 1,5 7,8/ 4,9 | 0,9 |0,9
5 7,4 |22x10° |1,6x%10° |20x20° | 110 0,4 120 | 4,5 | 0,92 |o0,92
8 7,3 |10x10® |200.000 |10x10° 21 |<o0,3 21 | 3,0 0,90 |o0,87
12 6,6 4,lxlo6 200.000 3,9x106 >2.400 0,9 >2.400 3,0 0,14 0,13
19 6,2 6,6x106 440.000 6,2x106 >2.400 24 >2.400 3,6 0,22 0,15
9 G nCig
EEIEEEh og Eggﬁ;;h er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne!
Tabel 14. Resultater fra nedbrydelighedsfors¢g, serie 5

Forsggsbetingelser: Al — vand uden sediment
Bl - Ekofisk raolie
o
C2 - 20°C
D2 - 0,5% olie
)

med naringssalte



Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total| n-C %) n-C e
; 17 18 |
P, 10, olie istan [phytan
uger ekspe- |kontrol |korri- |ekspe- |kontrol koxri- FX PRy
riment geret |riment geret g/l
0 7,4 0,43 0,95 0,97
6 6 6
1 745 6,4x107| 2,2x107( 4,2x10 28 15 13 | 0731 0;33 0,28
6 6 6
2 7,4 [L4,2x10°| 3,8x10 [L0,4x10 7 4 310,27 | < 0,1 G2l
E 6 6 6
3 7,6 8,4x10 | 2,9x10 |L5,5x10 | >2.400 3 >2.400 10,18 | < 0,1 <0,1
5 f LS 22x106 l,lxlO6 21x106 >2.400 3 >2.400 (0,21 (< 0,1 <0,1
8 Hizh 46x106 1,6x106 44x106 >2.400 460 >2.,400 | 0,09 | < 0,1 <0,1
12 7,4 24x106 870.000 23x106 >24.000 150 p24.000 (0,06 [ <.0,1 <0,1
19 6,9 23x106 390.000 23x106 4.600 20 4.6001(0,04 |< 0,1 <0,1
%) n-C n~018
- == og ——— er normeret i forhold til standardolien (startbetingelsexne)
pristan phytan
Tabel 15. Resultater fra nedbrydelighedsforsgg, serie 6

Forspgsbetingelser:

A
B
C
D
E

LS ]

20%¢

Ekofisk rédolie

0,05% olie

vand med sediment

med naringssalte



Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total n—Cl7x} n—ClBXJ
PL. Ik kiR ristan|phytan
uger ekspe- |kontrol |korri- |ekspe- |kontrol korri- P P
riment geret |riment geret g/l
0 8,0 0,39 0,99 0,929
1 8,2 176.000 | 66.000 | 110.000Q 273 2,3 0] 0,42 0,91 0,95
2 8,2 192.000 6.000 | 186.000 110 9,3 101 0,35 0,84 0,92
3 8,3 340.000 | 67.000 | 270.000 TaD 4,3 3,2 0,33 0,62 0,68
5 8,3 290.000 | 24.000 |-270.000 2,3 9,3 0 - 0,95 0,94
8 8,3 410.000 | 37.000 | 370.000Q 15 15 0] 0,15 0,30 0,36
12 8,3 115.000 9.800 lOS.OOJ 4,3 - = 0,20 0,16 0,11
19 8,2 45,000 | 29.000 16.000 9,3 2,3 7,0 0,29 0,45 0,53
x) n—Cl7 n-—C18
—_— ———— er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne}
pristan phytan
Tabel Resultater fra nedbrydelighedsfors¢g, serie 7

Forspgsbetingelser:

I

vand uden sediment

Iran Light réolie

20°c

0,05% olie

uden naringssalte
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Tid, pH Totalkim pr. ml Olienedbrydende kim |Total | n-C x) n-C -
pr. ml olie .17 53
uger ekspe~- {kontrol |korri- |ekspe- |kontrol |[korri- Bristan |phytan
riment geret |riment geret g/l
0 8,1 553 1,01 1,01
1 8,0 760.000 | 530.000230.000 9 7 2 5,0 0,92 0,91
2 8,0 780.000 | 570.000210.000 7 15 0 4,4 1,06 105
3 8,2 |4,7x10° | 48.0004,7x10° a3| <3 a3 | - 0,86 | 0,90
5 8,1 3,4x106 33.0003,4x106 < 3 7 0 4,1 0,71 012
8 8,2 2,Ox106 ?0.0001,9x106 9 4 5 3,4 0,89 0,81
12 8,2 |2,5x10°| 43.0002,5x10°% | >2.400 | 21 [>2.400 | 3,7 0,77 | 0,78
19 8,2 6,0x106 117.0005,9x106 23 4 17 3,0 0,28 0,29
x) n_CIT n—C:J_8
T og ———— er normeret i forhold til standardolien (startbetingelserne’
pristan phytan
Tabel Resultater fra nedbrydelighedsforsgg, serie 8

Forsggsbetingelser:

- vand med sediment

20°c

i

Q0,5% olie

Iran Light raolie

uden naringssalte
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e % - *

. n-C,, *) n-C g )
Olie . Temperatur pH Total S tatan SvRar

olie P P
T g/l
Ekofisk 4 8,1 4,5 0,97 0,99
Ekofisk 20 8,1 3,8 0,98 0,98
Iran Light 4 8,1 4,7 1,62 1,00
Iran Light 20 8,1 4,0 1,01 1,01
n—Cl7 n—Cl8
*) .- ©9 - er normeret i forhold til standardolien
pristan phytan

(startbetingelserne).

Tabel 18. Resultater fra pre¢ver tilsat 0,2% formalin.
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5. DISKUSSION

5.l KVANTITATIVE UNDERS@GELSER OVER FOREKOMST AF TOTALKIM
0G OLIENEDBRYDENDE KIM

I tabellerne 19 - 22 er resultaterne af totalkim og olienedbrydende
bakterier opdelt i koncentrationsintervaller.

Tabel 19 gengiver resultaterne for totalkim i vand. Af tabellen frem-
gdr, at kimtallet er hgjest i vand fra Faringehavn, mens niveauet er
ens i1 vand fra Kigdlut Iluat og Fylla banke. Pa resultaterne fra Fyl-
la banke er udfgrt et statistisk test til undersggelse af, om der er
forskel pa de fundne totalkimtal for juni og september. Testet viser,
at der ikke er forskel pa juni og september.

—
Lokalitet Prgvetag- | Antal Totalkim, antal
ningsdato prgver

<1 pr. ml|1l-9 pr.ml| 10-100 pr.ml] # 100 pr.ml
Fylla
banke 1/6 15 6 5 4 0
Fylla
banke 25/9 15 4 9 2 0
Feringe-
havn 18/9 7 0 1 4 2
Kigdlut
Iluat 22/9 7 1 5 0 1

Tabel 19, Opdeling af resultater for totalkim i wvand.
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Tabel 20 gengiver resultaterne for totalkim i sedimenter. Ved sam-
menligning af resultaterne fra september ses, at kimtallet er hgjest
i sediment fra Feringehavn og lavest i sediment fra Kigdlut Iluat.
Den fundne forskel mellem Faringehavn og Kigdlut Iluat er mere mar-
kant end i de tidligere undersggelser fra 1977 /2/. Et statistisk
test pd de fundne totalkimtal viser, at der i sedimenter fra Fylla
banke er fundet hgjere kimtal i juni end i september.

Lokalitet Prgvetag- Antal Totalkim, antal
ningsdato | prgver
< 100 100-999 1000-10000 > 10000
pr. g pPr. g pr. g pr. g
Fylla
banke 1/6 15 5 4 4 2
Fylla
banke 25/9 15 8 6 1 0
Feringe-
havn 18/9 7 2 1 2 2
Kigdlut
Iluat 22/9 7 6 ok 0 0
Tabel 20. Opdeling af resultater for totalkim i sediment.
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Tabel 21 angiver resultaterne for olienedbrydere i vand. Af tabel-

len fremgdr, at antal olienedbrydende bakterier generelt er lavt og

lavest i vand fra Fylla banke. Et statistisk test viser ingen sikker

forskel pa antallet af olienedbrydere i vandprgver fra Fylla banke

udtaget i henholdsvis juni og september, men der er dog en tendens

til, at junitallene er stgrst.

Lokalitet Prgvetag- Antal Olienedbrydere, antal
ningsdato prgver
< 0,1 0,1-0,9 1-9 10-100
pr. ml pr. ml pr. ml pr. ml
Fylla
banke 1/6 15 14 0 1 0
Fylla
banke 25/9 15 15 0 0 0
Faringe-
havn 18/9 6 0 3 3 0
Kigdlut
Iluat 22/9 7 0 5 %) 1 1

|

*) I to prgver kan antal olienedbrydere vaere < 0,1 pr. ml.

Tabel 21.

Opdeling af resultater for olienedbrydere i vand.




Tabel 22 angiver resultaterne for olienedbrydere i sedimenter. Af
tallene fra september fremgar, at antal olienedbrydende bakterier
er fundet hgjest i sediment fra Faringehavn. Et statistisk test
viser, at der i sedimenter fra Fylla banke er fundet hgjere antal
olienedbrydere i juni end i september.

Lokalitet Prgvetag- Antal Olienedbrydere, antal
ningsdato prgver
< -k 1-9 10-100 > 100
pr. g pr. 9§ pr. g pr. g
Fylla
banke 1/6 15 3 4 6 2
Fylla
banke 25/9 15 8 7 0 0]
Feringe-
havn 18/9 7 0 5 0 2
Kigdlut
Tluat 22/9 7 3 3 1 0

Tabel 22. Opdeling af resultater for olienedbrydere i sediment.

De her tilvejebragte resultater fra 1978 md& ses som et supplement
til de forholdsvis f& resultater fra 1977 /2/. Resultaterne stemmer
udmarket overens, idet der dog i 1978 er fundet en mere markant for-
skel pa kimtallet i Feringehavn og Kigdlut Iluat.
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3l KVALI%ATIVE UNDERSGGELSER AF ISOLEREDE OLIENEDBRYDENDE
BAKTERIESTAMMER

I juni 1978 blev isoleret 60 olienedbrydende bakteriestammer
fra Fylla banke reprasenterende sediment og vand (se tabel 7).
Disse isolationer domineredes totalt af en laksepigmenteret
coccoid, grampositiv stav, hvis biokemiske egenskaber frem-
g&dr af tabel 8. Forgaringsresultaterne viser, at samtlige i-
solerede grampositive stammer fra juni tilhgrer samme art.

Der er tale om nonhamolytiske, katalasepositive, cytochrom-
oxydasenegative, tween-positive, glucosenegative, ikke salt-
kravende, men saltresistente, nitratpositive, urinstofpositive
% = 30 %c.

Disse stammer voksede ikke ved 5 °C efter 1 uge. Enkelte stam-

bakterier med god vakst i1 temperaturintervallet 10

mer blev undersggt med hensyn til telluritresistens og syre-
fasthed og alle undersggte stammer var telluritresistente,

men ikke syrefaste.

Omtalte olienedbrydende grampositive stavbakterier, som totalt
har domineret ved udenskarsundersggelser i juni 1978 kan ikke
pé basis af nuverende viden med sikkerhed henfgres til kendte
bakteriearter. Det synes rimeligt at antage, at der er tale
om corynebakterier. Disse bakterier forekommer ofte i marine
sedimenter og er netop karakteriseret ved ofte at optrazde

som extremt korte, telluritresistente, ubevagelige stave. Ni-
tratreduktion og urinstofspaltning er kendt fra denne slagt.
En enkelt corynebakterie (Corynebakterium equi) producerer
laksepigmenterede kolonier og er i @gvrigt potentiel patogen.
Isolerede stammer fra Fylla banke adskiller sig imidlertid
fra Corynebakterium equi ved at vare st—negative, ikke-syre-
faste og ved ikke at optrazde med slimede, blanke kolonier pa
agarsubstrater.

Den isolerede olienedbrydende grampositive bakterie synes ikke
aktiv ved 5 OC, men vil ved h@jere temperaturer i marine far-
vande kunne udnytte olien som kulstofkilde, hvilket ogsa
fremgdr af nedbrydelighedsforsgg, hvor netop denne bakterie

var aktiv.



I tabel 9 er gengivet resultater af biokemiske undersggelser

af gramnegative olienedbrydende bakterier isoleret fra Fylla
banke i juni 1978. Forgaringsskemaet viser, at de gramnegative
bakterier modsat de grampositive er reprasenteret af flere
forskellige bakteriearter. Den stgrre diversitet md tillzgges
en positiv betydning for det naturlige mikrobiologiske bered-
skab til nedbrydning af olie i omrddet. Det ma ligeledes pa-
peges, at flere af de isolerede olienedbrydende gramnegative
bakterier har evne til vakst ved 5 °C og saledes ma& antages

at vare aktive som olienedbrydere under arktiske forhold. Flere
af disse bakteriearter er sdvel saltkravende som saltresisten-
te og vil sdledes vare virksomme i marine omrdder. Det bemzr-
kes, at flertallet af disse bakterier netop er isoleret fra
nedbrydelighedsforsgg (javnfgr tabel 7). Flertallet af isole-
rede, olienedbrydende gramnegative bakterier er ikke-bevagelige,
glucosenegative, oxydasepositive stammer, som formentlig kan
henfgres til moraxellagruppen, som ofte er pavist i marine om-
radder. Cytochromoxydasenegative, glucosenegative ikke-bevaegelige
bakterier kan eventuelt henfgres til Acinetobaktergruppen

som ofte er isoleret fra havvand.

Der er isoleret overraskende f& bevegelige og oxydative bakte-
rier ved udenskazrsundersggelserne, hvilket viser, at Pseudomo-
nas ikke synes rigt reprasenteret i materialet. Flere isolere-
de, olienedbrydende stammer har ikke kunnet henfgres til be-
stemte arter eller slagter.

Tabel 9 viser desuden resultater af biokemiske undersggelser

af olienedbrydende gramnegative bakterier isoleret i september
1978 fra Faringehavn, Kigdlut Iluat og Fylla banke. Ubevage-
lige, glucosenegative, cytochromoxydase-negative bakterier do-
minerer i materialet, hvilket antyder, at Acinetobakter-lignende
bakterier dominerer. Forgeringsresultaterne viser, at der

er tale om forskellige gramnegative, olienedbrydende bakterier,
hvilket igen antyder en ¢gnsket diversitet og et bredspektret
mikrobiologisk beredskab til eventuel olienedbrydning i far-
vandet, jevnfgr /2/. Bevagelige, glucosenegative bakterier kan

vaere Pseudomonasarter, Flertallet af isolerede bakterier vokser
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ikke ved 5°C efter 1 uge og vokser ikke uden salttilsztning. Stegrst
vakstintensitet ses i temperaturintervallet 1% ~ 15 C.

Der er ikke i det samlede materiale omfattende isolationer fra juni
1978 og september 1978 péavist bakterier som samtidig er hamolytiske,
argininpositive og fermentative, hvilket viser, at fiskepatogene Vi-

brio ikke er pavist i det samlede materiale.

Som omtalt er prgverne fra juni helt domineret af en grampositiv lak-
sepigmenteret stav. For prgverne fra september kan der ikke pa& basis
af narverende undersggelser, jf. tabel 9, konstateres forskelle m.h.t.
hvilke bakteriegrupper, der er karakteristiske for de respektive lo-
kaliteter.

B3 NEDBRYDEL I GHEDSFORS@G

Til en vurdering af sammenh@ngen mellem de mikrobiologiske og de ke-
miske analyseresultater er resultaterne sammenstillet i tabel 23. I
de to serier med den stgrste nedbrydning (serie 4 og 6) er der en ri-
melig sammenhazng mellem de mikrobiologiske og de kemiske @ndringer.
Dette er ogsa tilfazldet i de to serier med den mindste nedbrydning

(serie 1 og 3). I de ¢vrige serier er sammenhangen mindre udtalt.

Det skal understreges, at forsggene er gennemfgrt med olie som eneste
kulstofkilde, hvorfor en vakst i totalkimtal vil afspejle en aktivitet

af olienedbrydende mikroorganismer.

I bilag 3 er angivet den beregningsmetodik, der er benyttet ved bereg-
ningen af, hvilken indflydelse de undersggte faktorer har pad den mi-
krobielle nedbrydning. Beregningen gennemfgrtes pad resultaterne for
korrigerede totalkim og forholdene n—Cl7/pristan og n—Clg/phytan.
Derimod viste resultaterne for korrigerede olienedbrydere og total-
olie sig at vare behaftet med en s& stor analytisk usikkerhed, at de

var uanvendelige til vurdering af faktorernes indflydelse.

Resultaterne af disse beregninger er anfgrt i tabel B.l - B.3 i bilag
3. De i tabellerne anfgrte hovedvirkninger kan opfattes som et mal

for den &ndring, der vil fremkomme alene som f@glge af at =ndre en



enkelt faktor fra den ene "vardi" til den anden "verdi". Eksempelvis
kan den sidst anfgrte virkning i tabel B.1l (3,7 mill. kim pr. ml for
faktor E efter 19 uger) tages som et mdl for, at en tilsztning af ne-
ringssalte vil ¢ge de korrigerede totalkim med 3,7 mill. kim pr. ml

i forhold til ikke at tils@tte na®ringssalte.

[Fbrsaqs- Antal uger for

serie .
korrigeret korrigerece C)y/pristan Olierest
totalkim olienedbrdere og
C,g/phytan
> 0,5 mill. > 1000 pr. ml begge <0,7 < 50%
pr. ml.

- betyder, at den angivne #ndring ikke er opndet i forsggsperioden (19 uger).

Tabel 23. Mikrobiologiske og kemiske endringer
under nedbrydelighedsforsgg som funk-
tion af tiden.

Tallene i tabellen angiver det antal
uger, der er forlgbet, inden den an-
givne &ndring har fundet sted.

De mikrobiologiske og kemiske undersggelser viser en pan overensstem-—
melse, idet begge metoder viser, at de 4 faktorer, hvis indflydelse
estimeres, i hele forsggsperioden har signifikant virkning. Ved de
mikrobiologiske undersggelser viser en positiv effekt pd nedbrydnin-
gen af olie sig som en vakst i totalkim, altsd en positiv hovedvirk-
ning, jf. tabel B.l. Ved de kemiske undersggelser viser en positiv
effekt sig derimod som et fald i n—Cl?/pristan henholdsvis n_C18/
phytan, altsd en negativ hovedvirkning, jf. tabel B.2 og B.3. Det er
fundet, at fglgende @ndringer af faktorerne fremmer den mikrobielle
nedbrydning:
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Faktor A - tilstedevarelsen af sediment

Faktor C - en temperaturstigning fra 4°c ti1 20°c

Faktor D - et fald i oliekoncentrationen fra 0,5% til 0,05%
Faktor E - tilsatning af naringssalte

Indflydelsen af faktor B (olietypen) har som tidligere navnt ikke

kunnet estimeres.

Tilstedevaerelsen af sediment har en positiv effekt p& den mikrobielle
nedbrydning. Effekten ses allerede efter en uge og holder sig gennem
hele forsggsperioden pa 19 uger. Effekten haznger uden tvivl sammen
med, at der med sediment tilfg@gres savel mikroorganismer som na@rings-
salte. Undersggelsen af den mikrobiologiske situation pa Fylla banke
har vist, jf. afsnit 4.1 og 4.2, at sediment har en langt rigere bak-
terieflora end vandet, ogsd hvad angdr olienedbrydende mikroorganis-
mer. Hvorvidt sedimentets indhold af mikroorganismer eller indholdet
af naringssalte er den vigtigste arsag til den positive effekt kan
ikke afslgres af disse forsgg.

En temperaturstigning fra 4°c til 20°C har som ventet en kraftig po-
sitiv effekt p& nedbrydningen. Denne effekt ses ligeledes allerede
efter en uge og holder sig gennem hele forsggsperioden. Skgnt ned-
brydningen saledes foregdr langsommere ved 400, viser forsggene dog
samtidigt, at olien kan nedbrydes ved 4%, processen er blot lang-
sommere ved denne lave temperatur. Dette ses tydeligt ved sammenlig-
ning af serie 4 og 6 eller serie 2 og 8, se tabel 11, 13, 15 og 17.
Dette forhold er af stor betydning for effekten af en olieforure-
ning i arktiske farvande som de grgnlandske, idet en mikrobiel ned-
brydning altsd kan foregd, selv ved de lave vandtemperaturer, der

findes i disse farvande.

Et fald i oliekoncentrationen fra 0,5% til 0,05% har en positiv effekc
pé& nedbrydningen. Resultaterne for totalkim tyder pad, at fra 3. uge
til forsggets afslutning er oliekoncentrationen den faktor, der har
mindst betydning for nedbrydningen, jf. tabel B.1l i bilag 3. Derimod
synes oliekoncentrationen i de fg¢rste 2 uger at have lige sa stor be-

tydning som de gvrige faktorer. Dette forhold kan forklares ved, at
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en hgjere oliekoncentration ved forsggets start har en inhiberende
virkning over for mikroorganismerne, og at disse efterhdnden akkli-
matiseres. Det skal understreges, at oliekoncentrationen under na-

turlige forhold sjzldent vil vare sda hgj som i denne undersggelse.

Tilsaetning af n®ringssalte har som ventet en positiv effekt pad ned-
brydningen. Resultaterne for totalkim indicerer, at fra 5. uge til
forsggets afslutning er naringssaltene den faktor, der har stgrst
betydning for nedbrydningen, jf. tabel B.1l i bilag 3. Naringssaltenes
betydning synes derimod ikke i de fgrste 3 uger at vare stgrre end de
andre faktorers. Dette stemmer overens med, at det fgrst er efter en
kraftig vakst af mikroorganismer, at neringssaltene bliver en begran-
sende faktor for en yderligere vakst.

Ovenfor er det for oliekoncentrationen og naringssaltene fremhavet,
at totalkimtallene viser tendenser, som ikke ses af tallene fra
n-ClT/pristan og n—ClS/phytan forholdene. Det skal i denne forbindel-
se erindres, at totalkimtallene gennem hele forsgget tages i den sam-
me forsggskolbe, mens de kemiske analyser udfgres pd en ny kolbe fra
gang til gang. Resultaterne fra de kemiske analyser vil derfor for-
uden den analytiske usikkerhed vere behaftet med en "biologisk usik-
kerhed".

Det er interessant, at det korrigerede kimtal i narvarende forsg¢gg har
varet et rimeligt instrufment til at angive udviklingsforlgbet med hen-
syn til oliens nedbrydning. Bestemmelsen af korrigeret tal for olie-
nedbrydere er derimod i narverende forsgg behazftet med en stor usik-
kerhed. Dette kan blandt andet skyldes, at olienedbrydende bakterier
er adhareret til oliepartikler, og at der i nogen grad kan blive tale
om "partikeltalling", hvor hver oliepartikel kan reprasentere mange
olienedbrydere, og hvor der fglgelig generelt vil vare en tendens til
for lave tal.

Det mé& bemarkes, at tzllingsmetoder til totaltelling af kim giver
stgrre mulighed for at skille olieadharerede bakterier fra hinanden

og talle enkelte organismer, end det er tilfaldet ved talling af olie-
nedbrydere. Tzlling af olienedbrydere forudsatter derfor en mere ef-
fektiv homogenisering af prgven end normalt anvendt ved totalkimtal-

ling.
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Der registreres i disse fors¢g en opformering af bakterier ogsd i
kontrolfors¢gg uden olietils@tning. En sadan opformering af naturlige
vandbakterier i et naringsfattigt miljg er kendt fra andre typer af
vandundersggelser, hvor smé@ delmazngder af vand tages ud af en stgrre
enhed. Der er tale om opformering af bakterier i mindre tubes, kolber
og flasker, hvor rumfang er relativt mindre i forhold til emballagens
indre overfladeareal, hvor naringsstoffer koncentreres og opformering
foregar. Opgivelser af bakterietal i nedbrydelighedsforsgg ma fglge-

lig ske som korrigerede kimtal.
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KONKLUSION

Nerverende undersggelsex har omfattet kvantitative og kvalitative

mikrobiologiske undersggelser af vand og sedimenter fra inden-

sk@rs og udenska@rs omrdder ved Vestgrgnland. Desuden er udfgrt

nedbrydelighedsfors¢g, hvor olies nedbrydning er fulgt ved mikro-

biologiske og kemiske analyser. P3a basis af undersggelserne kan

f@lgende konkluderes:

savel udenskars som indenskears forekommer der flere arter
af olienedbrydende bakterier, som ved lave temperaturer og

under marine forhold kan nedbryde olie,

savel totalkimtal som antal olienedbrydende bakterier er
hgjest i Feringehavn, hvor der er olieforurening fra tank-
anlegget Polaroil,

antallet af totalkim og olienedbrydende bakterier i vand-
fasen er generelt lavt i alle 3 undersggte omradder: Farin-
gehavn, Kigdlut Iluat og Fylla banke,

i sedimenter fra Fylla banke er der fundet hgjere antal
totalkim og olienedbrydende kim i juni end i september,
hvorimod der ikke kunne konstateres forskel pa kimindhold

i vandpre¢ver,

blandt de isolerede olienedbrydende bakterier fundet inden-
og udenskars er der ikke fundet kendte human- eller fiske-
patogene bakterier,

tlilstedevarelsen af sediment i laboratorieforsggene virker

sterkt fremmende pé& nedbrydningen af olie,

en temperaturstigning fra 4% til 20°C virker som ventet
fremmende pd nedbrydningen, men olie nedbrydes ved 4OC,

processen er blot langsommere ved den lave temperatur.



10.

11.
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en forggelse af oliekoncentrationen fra 0,05% til 0,5%
virkede i forsggets start hammende pd nedbrydningen
(toxisk effekt ?), hvorimod pavirkningen var ringe se-
nere i forsgget,

tils@tning af uorganiske naringssalte virker staerkt frem-
mende pd nedbrydningen, og denne effekt var stegrst fra

forsggets 5. uge til afslutningen efter 19 uger,

som et midl for olienedbrydningen har bestemmelsen af to-
talkim vist sig mere velegnet end bestemmelsen af olie-

nedbrydende kim,

organiske buffere som for eksempel TRIS-buffer er ikke
anvendelige ved nedbrydelighedsforsg¢g med langsomt ned-
brydelige stoffer, idet organiske buffere synes at kunne
indgad som kulstof- og energikilde i et forsg¢gg, hvis for-
udsatning netop er, at olien selv udggr den eneste kul-
stof- og energikilde.
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BILAG 1 SUBSTRAT TIL TOTALKIM
Marinagar

Bacto—-pepton 5 g
Bacto—-garekstrakt 1 g
FeCl, 0,1 g
NaCl 19,45 g
Na,So, 3,24 g
M,qu2 8,8 g
CaC12 118 g
KC1l 0,55 g
NaHCO3 0,16 g
KBr 0,08 g
SrCl2 0,034 g
H3BO3 0,022 g
Na28103 0,004 g
NaF 0,0024 g
NH , NO 4 0,0016 g
Na,HPO, 0,008 g
Bacto-agar 15 g

Ved brug tilsazttes 55,1 g substrat til 1000 ml koldt destilleret
vand,cqg der opvarmes til kogning for at oplgse substratet. Ste-
rilisation ved 121°C i 15 minutter og pH indstilles p& 7,6.
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BILAG 2 SUBSTRAT TIL OLIE NEDBRYDENDE MIKROORGANISMER

Colwell-substrat til MPN-telling:

NaCl 24 g
MgSO,, . 7TH,0 0,5 g
KC1 0,7 g
KH,PO, 2,0 g
NazHPO4 3,0 g
NH ,NO, 1,0 g

Stofferne oplgses i 1 1 destilleret vand.
pH indstilles pa 7,1 efter sterilisation ved 115°C i 10 minutter.
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BILAG 3

BESKRIVELSE AF BEREGNINGSMETODIK I NEDBRYDELIGHEDSFORS@G

Der anvendes en forsggsplan for et partielt 2k - faktorforsgg.
For en ngjere gennemgang kan for eksempel henvises til /4/.

Faktorernes vardi var fglgende:

A: Ay - vand uden sediment
A, - vand med sediment
Bx B, - Ekofisk riolie
B, - Iran Light raolie
€: & -4%
¢, = 20%
D: D1 - 0,05% olie
D, - 0,5% olie
E: El - uden na@ringssalte
E2 - med n®ringssalte
Strukturen er en 25_2 faktorstruktur med aliasrelationerne

D = ABC, E = -BC.
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Strukturens behandlinger er:

A B C ABC -BC Behandlinger

(1) - - - - - (1)

a i - o + - ad

b = + - + + bde

ab + + - - + abe

& - - + + + cde

ac + o + - + ace

be - + + - - be

abe + + + + e abcd

Forsggsplanen muligggr en estimation af 5 hovedvirkninger og
2 2-faktor vekselvirkninger. Disse er sammenblandet som f@¢l-

ger:

A = BCD = -ABCE

B = -CE = ACD

C = -BE = ABD

D = ABC = —~-BCDE
E = -BC = ABCDE
CD= AB = -ACE
AC= BD = -ABE

Alle vekselvirkninger over 2 faktorer lades ude af betragtning.
Ud fra kendskab til faktorerne kan endvidere ses bort fra vek-
selvirkningerne -BE, -BC og AB, idet de kan regnes ubetydelige
i forhold til de virkninger, de er sammenblandet med. Fglgen-

de virkninger kan estimeres rent:



mens f@lgende er sammenblandet:
B = -CE, AC = BD.

Beregningerne udfgres efter Yates-metoden. Fgrst testes ved
F-test, hvorvidt virkningerne er signifikante. Ved test for
totalkim transformeres resultaterne til kvadratroden, idet tal-
lene er Poisson fordelt. De 4 hovedvirkninger A, C, D og E be-

regnes dernast, ligeledes ved Yates-metoden.

Resultaterne af beregningerne er anfgrt i tabellerne Bl - B3.
I tabellerne er givet de 4 estimerede howvedvirkninger beregnet
ud fra henholdsvis totalkim, n—cl?/pristan forhold og nmcla/
phytan forholdet.

! Uge Hovedvirkninger, mill. kim pr. ml Gennemsnitligt totalkim for
alle 8 forsggsserier,
A € 2 g mill. kim pr. ml
1 0,6 0.5 -0,6 0,6 0,7
2 1,2 1,5 -1,2 1,5 1,6
3 2,1 2.9 0 2,3 3,8
5 1,5 4,6 0 5.5 6,7
8 5,4 5,9 -5,0 7,5 8,4
12 3,0 3,2 -2,2 3,4 4,2
19 3,2 3,1 -1,3 3,7 5,7

Tabel B.l. Hovedvirkninger beregnet ud fra de

korrigerede totalkim.



Uge Hovedvirk.ning Gennemsnitligt
n-_ .’,/p:istan
A C D E forhold for alle
8 forsggsserier
1 -0,09 -0,10 0,09 -0,06 0,89
2 -0,10 -0,19 0,17 -0,19 0,65
3 -0,17 -0,23 0,17 -0,08 0,59
5 -0,19 t -0,09 0,10 ) -0,14 0,74
8 -0,09 -0,13 0,23 -0,10 0,66
12 o -0,20 0,17 -0,21 0,46
19 -0,12 -0,15 0,08 -0,17 0,38

Tabel B.2. Hovedvirkninger beregnet ud fra det
normerede n—Cl7/pristan forhold.

Uge Hovedvirkning Gennemsnitligt
A c D E f;g%gighg:nal le
8 forspgsserier
1 -0,09 -0,10 0,09 -0;07 0,89
2 -0,09 . -0,04 0,12 -0,16 0,82
3 -0,17 -0,10 0,16 -0,09 0,75
5 -0,21 -0,08 0,11 -0,17 0,72
8 -0,11 -0,13 0,20 -0,11 0,64
12 0 -0,20 0,17 -0,21 0,46
19 -0,15 -0,13 0,04 -0,18 0.37

Tabel B.3. Hovedvirkninger beregnet ud fra normerede
n—ClS/phytan forhold.
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