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Indledning

Olie- og gasforekomsterne antages at have bio-
logisk oprindelse. Kulbrinterne formodes dan-
net ved, at organisk materiale — i sterkt redu-
cerende omgivelser — langsomt er blevet rela-
tivt rigere pé brint og fattigere pa iit. Bag oliens
dannelse stir antagelig ogsd fysiske kreafter,
iseer indvirkning af hgje tryk gennem lange
tidsrum. Der er dog ogsd fremsat den hypotese,
at visse marine bakterier direkte kan have pro-
duceret kulbrinter af hgjere orden, som en del
af deres cellesubstans.

Verdensforbruget af mineralolie er staerkt
stigende. 1 1966 angaves en Arlig udskibning af
700 millioner tons olie, men olieforbruget for-
ventes i 1980 at stige til det femdobbelte.
Olieforureningen er allerede nu et betydeligt
problem. I de kommende ar vil olieforurening
blive en gkologisk faktor, dels direkte pa grund
af oliespild, dels indirekte, ved luftforurening
som fglge af forbrending — og ved udbredt an-
vendelse af mange teknisk fremstillede, vanske-
ligt nedbrydbare oliederivater.

Mikrobiologien har leznge beskaftiget sig
med mikroorganismers forhold til kulbrinter,
af teoretiske grunde og af hensyn til mulig-
heden for teknisk udnyttelse ved oliesggning.
I de senere ar er hertil fgjet forskning over an-
vendelse af olie som substrat for mikroorganis-
mer med f@gdeproduktion for gje og undersggel-
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ser over mikroorganismers nedbrydning af olie
efter forurening af jord og vand. Nearvarende
oversigt er baseret pa et udvalg af den nyete
litteratur, med serligt henblik pd olieforurening
af vand og jord.

1. Om kulbrinter

Kulbrinter er kemiske forbindelser af kulstof-
og brintatomer. Kulbrinter kan vaere luftarter
{eks. methan), flydende (cks. hexan) eller faste
(eks. paraffin). Kulstofatomerne kan vare ind-
byrdes forbundet i en lige kede, i en grenet
kade, eller i en ring. Barer kulstofatomerne
den fulde besetning af brintatomer, er de met-
tede. Med mindre brint er nerliggende kulstof-
atomer forbundet med to eller tre bindinger i
stedet for een. Sidanne kulbrinter benzvnes
umcettede og er mere ubestandige og kemisk
mere reaktionsdygtige end mettede kulbrinter.
Kulbrinter, der afledes fra methan, Kkaldes
alifatiske. Ringforbindelser med een eller flere
seksleddede ringe med tre skiftevis anbragte
dobbeltbindinger kaldes aromatiske (fordi de
fleste af dem har en karakteristisk lugt). Erstat-
tes brintatomer med kulbrintegrupper, eller
indfgres ilt, nitrogen, svovl, chlor eller andre
grundstoffer i molekylet, opstir nye stoffer
med sarlige egenskaber. Der er derfor eksistens
og mulig eksistens af et veldigt anta)] stoffer ud
fra kulbrinteskelettet.
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Rgolie er en blanding, varierende efter oprin-
delse, af flydende kulbrinter med faste og luft-
formige kulbrinter i oplgst tilstand. I raolie
findes ofte smd mengder af andre kemiske for-
bindelser. Disse stoffer er i mange tilfzlde ska-
delige og mé fjernes ved oliens raffinering.
Men enkelte er gavnlige og fjernes derfor ikke.
Undertiden kan fremmedstofferne direkte ud-
nyttes som biprodukter ved olieraffineringen.

Mellem ugnskede stoffer skal is®r navnes
svoviforbindelser, der kan virke korrosive (frit
svovl, sulfider og mercaptaner). Ved forbren-
ding af olie med indhold af svovlforbindelser
dannes svovldioxid og svovltrioxid, som ved
forbindelse med vand giver svovlsyrer. Svovl-
forbindelserne er i de sidste &r kommet i sgge-
lyset som fglge af deres bidrag til luftforure-
ningen.

Nitrogenforbindelser kan findes i rdolie i
meangder indtil 0,2 %. De er ikke velkendte;
ved destillation fis ofte pyridiner, der anses for
ugnskede. Det samme gelder kulbrinter med
syregrupper (carboxyl)) i sidekader.

Indhold i réolic af visse metaller (nikkel,
jern, vanadium) kan vare skadeligt ved olie-
forarbejdningsprocesserne. Andre grundstoffer,
der tit findes i riolie, er kalium, natrium, kob-
ber og zink.

Naturgas bestir oftest af 95 % kulbrinter,
resten kan vare nitrogen, kuldioxid og svovl-
brinte. Vasentligste kulbrinte i naturgas er
methan, men der findes ofte mindre og varie-
rende mangder af kulbrinter med fra 2 til 8
kulstofatomer (fra ethan til octan). Réoliefore-
komster og gasforekomster findes ofte neer hin-
anden. I raolie er tit opldst gas i forskellig
maengde. Gasforekomster uden narliggende
oliekilder kendes dog ogsa.

2. Mikroorganismer og kulbrinter

Da kulbrinter er naturligt dannede — om end
under speciclle forhold og pa seerlige lokaliteter
— er det i og for sig forstaeligt, at de vil kunne
nedbrydes af mikroorganismer. Kulbrinterne
tilhgrer — set over valdige tidsrum — klodens
kulstofkredslgb. Da kulstofkredslgbets ned-
brydningsdel s@ger at reducere komplicerede
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kulstofforbindelser til stadig enklere former
ved hjelp af mikroorganismer med hertil egnet
stofskifte, vil ogsd kulbrinterne vzere omfattet
af denne virksomhed, hvis de ydre omstendig-
heder tillader det.

Historisk

En af de tidligste erfaringer om mikroorganis-
mers evner til angreb pd kulbrinter, blev publi-
ceret af Miyoshi (1895). Han viste, at skimmel-
svampen Bolrytis cinerea var i stand til at
trenge gennem tynde lag af paraffin. Bakteriers

" udnytning af methan blev pavist af Séhngen

(1906). Sohngen undersggte ogsi. (1913) mikro-
organismers angreb pi petroleum, og han er
omradets egentlige pioner. Stormer var den for-
ste, der paviste mikrobielle angreb pi aroma-
tiske kulbrinter (1908). Siden da foreligger en
meget omfangsrig litteratur, hvoraf en stor del
er anfért i Davis: Petroleum Microbiology
(1967) og i forskellige oversigter, bl.a. af
ZoBell (1946). Nerverende behandling stgtter
sig hertil og endvidere til et udvalg af de nyeste
originalarbejder pA omridet.

Mikroorganismers evne til kultrinteudnytning
Evnen til at anvende kulbrinter som kulstof- og
energikilde er kendt fra de fleste grupper af
mikroorganismer, Over 100 arter af mikroorga-
nismer, tilhgrende bakterier, gersvampe og
skimmelsvampe, vides at vere i stand til at
udnytte kulbrinter.

De alifatiske kulbrinter kan udnyttes af et
stort antal arter mikroorganismer, men ned-
brydningen er mere eller mindre fuldstendig.
Kadelengden hos kulbrinten synes at vaere af
afggrende betydning for udnytningen.

Methan udnyttes kun af f& bakterier, Ganske
serligt nevnes den specialiserede methanudnyt-
ter Methanomonas methanica.

Ethan, propan og butan udnyites af et lidt
stgrre spektrum af arter. Arter af Pseudomonas,
Flavobacterium, Mycobacterium og Nocardia
er isoleret fra ophobningskulturer med disse
kulbrinter.

Alifatiske kulbrinter med over 10 kulstof-
atomer nedbrydes af et stgrre artstal end de



kortkedede. Fremhaves md is®r arter af My-
cobacterium, Nocardia, Corynebacterium og
ikke mindst Pseudomonas som ansvarlige for
nedbrydning under naturlige forhold. Adskil-
lige skimmelsvampe (f.eks. Cladosporium) og
gerarter (iser Candida) er kendt for angreb pa
kulbrinter. Interessen for gazrarternes udnyt-
ning af kulbrinter er steget sterkt, efter at det
teknisk er blevet gennemfgrligt at dyrke disse
pa spildolie og paraffin fra raffinaderier — med
produktion af protein for gje. Ogsd visse bakte-
rier synes egnet til dette formal.

Aromatiske kulbrinter kan udnyttes af mange
jordbundsbakterier og i mindre omfang af
skimmelsvampe. Ogsd her er arter af Pseudo-
monas og Mycobacterium serlig vel udstyret.
Nedbrydning under aerobe forhold indledes
med dannelse af hydroxyl ved et eller to kul-
stofatomer i ringen og fglges af ringens &bning
nar disse pladser. De hdjere planter besidder
mange forskellige aromatiske forbindelser og
disse kan spaltes pa samme vis som aromaterne
i rdolie. Langt vanskeligere stiller det sig, nér
talen er om de talrige, teknisk fremstillede sub-
stitutionsprodukter af aromatiske forbindelser.
Ikke mindst gzlder det halogen-, sulfonsyre- og
nitro-substitutioner. Disse forbindelser er hyp-
pigt anvendt som pesticider. Flere af dem -

Fig. 1. Eksempel pé& kulbrinteudnyttede mikroorga-
nisme fra jord. Celler af Nocardia sp., isoleret fra
jord, tilsat weedkiller oil og inkuberet i 2 maneder.
Isolatet viste derefter evne til fortsat vaekst i mine-
ralsubstrat, tilsat weedkiller oil som eneste carbon-
kilde. T, Vincents Nissen fot.

f.eks. DDT — er praktisk talt wangribelige for
jordbundsorganismer.

Formentlig har de lettere, flydende kulbrin-
ter en toksisk virkning pd mikroorganismer,
iser pd bakterier, idet de kan treenge gennem
cellevaeggen og virke oplgsende pd lipider og
dermed vaeksthemmende. Dette er antagelig &r-
sag til, at nogle kulbrinter af lavere orden
(hexan, benzen, cyclohexan) ikke omsattes si
let som kulbrinter med hgjere molekylevegt.

Kulbrinter kan oxideres fuldstzndigt, séledes
at der ikke ophobes mellemprodukter. I andre
tilfelde ophobes intermedizre stoffer i bak-
teriecellerne, eller de udskilles. Det kan bl.a.
dreje sig om fede syrer eller estere af sddanne.
Under anaerobe forhold kan der ske en ned-
brydning med nitrat eller suifat som brint-
acceptorer. En fuld klarleggelse af disse ned-
brydninger er endnu ikke til stede; sledes er
det ikke endnu helt sikkert pévist, at de sulfat-
reducerende bakterier har sddanne evner. Un-
der anaerobe forhold kan nogle aromatiske for-
bindelser nedbrydes af foto- autotrofe bakterier
(Rhodopseudomonas, Rhodospirillum). Vort
nuverende kendskab til anaerob nedbrydning
af kulbrinter er i det hele meget mangelfuldt.

De ovenfor refererede almindelige erfaringer
vedrgrende mikroorganismers forhold til kul-
brinter er baseret pad publikationer af forsgg,
hvis sedvanlige arbejdsgang har varet ophob-
ning (kontakt mellem kulbrinter og et mikro-
bielt milj¢ som jord eller vand) og péfglgende
isolering af aktive mikroorganismer. Denne
isolering har som kulstofkilde alene haft kul-
brinter eller en blanding af kulbrinter. Perry
og Scheld (1967) isolerede talrige bakterier fra
jordbunden pa et spektrum af substrater, der
indeholdt andre kulstofkilder end kulbrinter.
Derpa afprgvede de isolaterne for evne til ud-
nytning af kulbrinter. Ved denne afprgvning
viste de isolater, der primert var isoleret pa
substrater, hvis kulstofkilde har krevet en
oxygenase (iltningsenzym, der formidler ind-
fgring af molekyler ilt i substratet) for ud-
nytning, den stgrste procent af evne til angreb
pd kulbrinter. Der synes derfor at vere et neert
sammenh@ng mellem organismernes enzym-
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udstyr pd det tidspunkt, de udsettes for kon-
takt med kulbrinten — og deres evne til udnyt-
ning af denne. Hvis organismerne har varet
forberedt — enzymatisk set — fas en hgjere ud-
nytningsprocent. Da oxygenaserne kan induce-
res bade af et substrat for og af et produkt af
enzymvirkningen kan mange forskellige orga-
niske stoffers tilstedeverelse indirekte fi betyd-
ning for udnytning af en kulbrinte. Disse re-
sultater kan fglgelig i fremtiden maske endre
det billede af udnytningen, som ovenfor er
givet.

Okologiske faktorer ved kulbrinteudnytningen
For en mikroorganismes optimale udnytning
af en eller flere kulbrinter kreves et egnet ydre
milj@, dels for veeksten, dels for selve den ser-
lige udnytningsproces. Passende ilttilfgrsel,
temperatur og fugtighed, tilstedevarelse af eg-
net nitrogenkilde og af de forngdne mineraler
samt en egnet reaktion er veasentlige faktorer.
Endvidere har dispersionsgraden af kulbrinten
samt eventuel tilstedeverelse af andet organisk
materiale betydning.

1. It Mikrobiel omsztning af kulbrinter er
overvejende en aerob proces (kraever tilstede-
verelse af ilt). Anaerob omsatning af kulbrin-
ter vil formentlig hyppigst forekomme med
nitrat eller sufat som brintacceptorer.

2. Temperatur Langt de fleste forsgg vedrgren-
de kulbrintenedbrydning er foretaget under
normale laboratoriebetingelser, d.v.s. i tempe-
raturintervallet 22-37° C. Det vides, at udnyt-
ning kan finde sted ved temperaturer lidt over
nulpunktet, og ogsi eksempler pa termofil ned-
brydning (55-60° C) er kendt.

3.Fugtighed Temperatur og fugtighed kan til
en vis grad have indbyrdes afhzngighed for
nedbrydningens forlgb. Saledes anses en lavere
temperatur at kunne kompenseres af en hgjere
fugtighed. Visse grupper af mikroorganismer,
iseer aktinomyceterne, er i stand til at vokse
ved lavere fugtighedsindhold end andre.
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4. Nitrogenkilde og mineralkrav Som nitrogen-
kilde for kulbrinteudnytning benytter nogle
uorganisk nitrogen (nitrat, ammoniumforbin-
delser) andre organisk nitrogen, atter andre kan
bruge bade uorganisk og organisk nitrogen.
Nogle kulbrinteudnyttende bakterier vides at
vare i stand til at binde atmosferisk nitrogen.

For optimal kulbrinteudnytning under labo-
ratorieforhold synes en vel afbalanceret mine-
ralsaltoplgsning at have stor betydning. Phos-
phat er sarlig nyttigt, formentlig bdde for en-
zymsystemerne og for stgdpudevirkning ved
syredannelse under stofskiftet.

5. Reaktion Den optimale reaktion for kulbrin-
teudnytning modsvarer optimum for vakst af
bakterier, d.v.s. den ligger for de flestes ved-
kommende omkring neutralpunktet.

6. Dispersionsgrad Bortset fra de luftformige
kulbrinter er oplgseligheden af kulbrinter i
vand lav. Der er dog tale om en vis oplgselig-
hed (jvnfr. hosstdende tabel). Meget betyd-
ningsfuld er stgrrelsen af den overflade, hvor-
over mikroorganismerne fir kontakt med kul-
brinterne. Da bakterier ofte er direkte knyttet
til veskehinden omkring jordpartikler og til
vieskemellemrum, vil jordpartiklernes samlede
overflade vaere en vasentlig faktor for omszat-
ningens forlgb. Emulsionsdannelse mellem vand
og olie vil ogsd fremme kontakten mellem
mikroorganismer og kulbrinter.

Oploselighed af kulbrinter i vand
(efter H. Eilers, Wasser, Boden, Luft, 50, s. 58

(1960))
n-heptan 45 mgliter
n-hexan 86 mg/liter
n-pentan 350 mg/liter
toluol 476 mg/liter
benzol 800 mg/liter
petroleum 10 mg/liter
dieselolie 22,5 mgfliter

autobenzin 149 mg/liter

7. Andre organiske stoffer Tilstedeverelsen af
en ringe mangde organisk stof synes at fremme



kulbrintenedbrydning. St@rre mengder organisk
stof virker direkte hammende, idet de da fore-
treekkes af mikroorganismer frem for kulbrin-
ten.

Nedbrydning af kulbrinter under naturlige forhold
Selv om udsivning af gas og rdolie ikke er et
almindeligt faenomen, forekommer det dog
spredt mange steder pd klodens overflade. Da
atmosferens indhold af kulbrinter er yderst
lavt, og da egentlige oliesger ikke findes, méi
der over lange tidsrum kunne ske en nedbryd-
ning af kulbrinterne. Mikroorganismer har an-
tagelig ansvaret for kulbrinternes forsvinden pa
steder, hvor man skulle forvente en akkumule-
ring. Denne antagelse er i overensstemmelse
med den rigeligere forekomst af kulbrinteud-
nyttende mikroorganismer i og ved gas- og olie-
felter. Forekomsten er her s udpraget, at der
er udarbejdet metoder til olieefterspgning ved
en mikrobiologisk analyse af jorden. Det ma
dog tilfgjes, at en ngdvendig forudsetning, for
at olienedbrydende organismier under naturlige
forhold kommer i funktion, er tilstedeverelsen
af de ovenfor omtalte ydre betingelser, ikke
mindst af egnet nitrogenkilde og phosphat.
Uden for gas- og olie-omrider findes kul-
brinteudnyttende mikroorganismer spredt i na-
turen; i jord, kompost, g@dning, kloakslam,
flodmudder og havbundsmateriale. Udbredelsen
har stor interesse, ikke mindst efter de seneste
undersggelser, der tager problemet om de rette
isoleringssubstrater op til ny vurdering,

Oljeforurening og mikroorganismer

Studiet af mikroorganismers virksomhed efter
olieforurening er endnu kun i sin vorden. De
nzrmere enkeltheder ved den mikrobielle ned-
brydning efter lokal olieforurening er endnu
ukendte. De her givne referater af nogle fa
nyere undersggelser ma derfor tages med det
forbehold, at billedet kan blive andret, nir
systematiske undersggelser kommer i gang. End-
videre kan forholdene skifte fra sted til sted,
alt efter klimaet og karakteren af det forure-
nede milje. :

Olieforurening af vand

Ved udledning til eller spild af olie i fersk- og
saltvand vil nedbrydningen af kulbrinter vare
betinget af et samspil mellem de biologiske og
de fysiske og kemiske forhold. '

Efter kontakt med vandfasen vil olie hurtigt
spredes i et tyndt lag, en oliehinde, pa vand-
overfladen. De letteste fraktioner i olien vil
have mulighed for at fordampe. En vis del af
oliens komponenter vil kunne oplgses i vand.
Men i gvrigt vil oliehindens stabilitet vaere pa-
virket af vind og strgm. Hvor olien har mulig-
hed for adsorption til partikler, vil der kunne
ske en nedsynkning til sgens eller havets bund.

Ved kraftig omrgring kan der foregi en vis
emulsionsdannelse. Jo mindre kugler, der fin-
des i emulsionen, jo stgrre overflade vil der
vare for den biologiske nedbrydning. Aerobe,
kulbrinteudnyttende bakterier i den frie over-
flademasse vil have mulighed for at begynde
arbejdet. Men deres virksomhed vil vere sterkt
begrenset af temperaturen og af kontrolleren-
de kemiske faktorer som nitrat og phosphat.
De vil ganske overvejende ngjes med kun at
angribe = ligekeedede kulbrinter af mellemste
molekylvegt, hvorfor grenede og cykliske, hgj-
molekylzre kulbrinter vil kunne persistere i
lange tider uden biologisk angreb.

Studiet af nedbrydning af olieforurening i
russiske floder viser, at det primare aerobe an-
greb pd olien i vandoverfladen efterhdnden
meddeler restolien s megen tyngde og adsorp-
tionsmulighed, at den synker til bunds. I flod-
mudderet vil der da foregd et nyt angreb pa
olien. Her er nitrat og sulfat formentlig brint-
acceptorer for de nedbrydende bakterier. Ved
bedgmmelsen af denne virksomhed mi hensyn
tages til den (levende eller dgde) biomasse af
bakterier og partikler, der sammen med olien
og delvis heftet til denne er ankommet til
bunden. I bundlaget sker nu en rakke processer,
som bevirker, at der udvikles luftbobler (bl.a.
methan). Dette har til fglge, at olien, bret af
luftbobler, i det tredie trin af nedbrydningen
pa ny fgres op tit overfladen, hvor der miske
igen kan ske nogen nedbrydning. Denne be-
vaegelse af olien kan gentages adskillige gange.
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Efter maneders forlgb kan olien p& denne
made forsvinde. Der er dog ingen tvivl om,
at temperaturen spiller en stor rolle for hastig-
heden. Det er siledes kendt, at under arktiske
himmelstrgg varer det meget leenge, fgr olien for-
svinder — og dette forhold ma der tages hensyn
til, ndr oliefelter i disse omréader skal udnyttes.

Det er ikke blot sgfugle i store antal, der
omkommer som fglge af oliespild pd havet.
Nye undersggelser efter olieforurening viser,
at populationen af sgpindsvin, snegle og mus-
linger skades i udstrakt grad. I et enkelt til-
felde er det pavist, at skaden pd havets fauna
— og dermed pi hele fgdekaden — efter en
olieudledning fra en tankdamper i en bugt i
1957 — endnu ikke i 1967 var overvundet. Og-
sa4 pavisning af benzpyren — et som cancer-
fremkaldende kendt kulbrintederivat — i bund-
lag og i plankton i Middelhavet, formentlig
hidrgrende fra olieforurening, giver grund til
stgrre opmerksomhed for de sekundere virk-
ninger af en olieskade.

Olieskaderne pé havet kan bekazmpes ved til-
fgrsel af oliebindende partikler, detergenter
eller olieoplgsende stoffer. Virkningsfulde me-
toder synes at vere under udvikling, men olie-
fjernelsen mi ikke vaere for kostbar en proces.
De anvendte midler skal ogsd vere neutrale,
sd de ikke giver ugnskede eller ukendte bivirk-
ninger.

I forurenet vand (spildevand, aflgb fra rense-
anlaeg) er olie kun meget tungt oms=tteligt, an-
tagelig pd grund af, at der her eksisterer et
spektrum af langt lettere nedbrydbare forbin-
delser, som mikroorganismerne kan udnytte.

Hvis olie (f.eks. dieselolie eller fyringsolie)
via jorden nir grundvandet, vil den kun meget
langsomt kunne nedbrydes og fjernes. Grund-
vandets anvendelse som drikkevand vil i sé
fald hurtigt vere i fare, idet si lidt som en
liter olie skal kunne ¢delegge en million liter
drikkevand. I erkendelse heraf ma alle gamle
olietanke sikres, og alle nye tanke mi konstru-
eres med henblik pi hindring af lakage. Ved
planlzgning af industri og landbrug i fremtiden
mi vandforsyning, boringer og brgnde, fiernes
lengst muligt fra olicoplagring — eller omvendt.
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Olieforurening af jord

1. Virkning pd jordbundens fysiske forhold
Ved tilfgrsel af flydende kulbrinter i stgrre
mangder, sker der vasentlige @ndringer i jord-
bundens fysiske beskaffenhed. Krummestruk-
turen gar tabt, og jordbunden kan i tgr tilstand
fa en teet, fast, voksagtig karakter. Den vil mod-
satte sig vedning fra overfladen, men er den
olieskadede jord fgrst blevet vadet, har den
tendens til at forblive vad. Lignende @ndringer
ses ved gasudsivninger i jord.

Stor interesse samler sig om oliens nedsiv-
ning i jordbunden. Nedsivningshastighed og
nedsivningsdybde vil afhange af den pigzlden-
de kulbrinteblandings natur, iser af dens vegt-
fylde. Endvidere vil jordbundens beskaffenhed
vere ganske afggrende. Der er yderligere stor
forskel pd et lokalt oliespild pa f.eks. 1000
liter og samme mengde fordelt over en hektar
jord.

Hvis det antages, at 30 % af jordens total-
rumfang er hulrum, vil et spild af 20 liter olie
pd 1 kubikmeter jord give 6,6 % udfyldning
af jordhulrummene. Denne beregning er dog
kun teoretisk, idet en vis del af den tilfgrte
olie vil vare adsorberet til jordpartikler. Der
er neppe tvivl om, at si store mengder olie vil
kunne né en betydelig udbredelse i dybden, idet
oliens vandring fgrst standser, nar den totale
mangde alene bindes ved jordens adsorptions-
krefter. En forurening af bade drenvand og
grundvand vil vere mulig ved kraftig lokal for-
urening, idet jordbundens beskaffenhed og af-
Igbsforholdene vil vere afggrende for omfanget
af skaden.

Andersen (1969) har i en indgiende rapport
beskaftiget sig med muligheden for olieforure-
ning af dansk jordbund ved udsivning fra gen-
nemtzrede, nedgravne olietanke. I tilfxlde af
oliespild vil der fgrst foregd en lodret nedsiv-
ning gennem jordlagene- og derpa en vandret
udbredelse af olien over grundvandet. Den
vandrette udbredelse vil vere afhangig af jor-
dens karakter; eksempelvis n@vnes det, at man
ved et oliespild pd 10.000 liter vil f4 en vand-
ret fladeudbredelse over ca. 1250 m2 i porgs
jord. Men der ligger yderligere den fare for-



bundet med oliens nedsivning, at en del af
olien oplgses i grundvandet og bevager sig
sammen med dette, d.v.s. herved kan et stgrre
omrade forurenes. Der vil herved kunne op-
st fare for vandindvindingen.

Det anfgres, at der i Bayern fra 1954-1964
er sket 338 iilfelde af olieforurening, hvoraf
17 har medfgrt gener for vandindvindingen.
Det frygtes, at yderligere 41 vil manifestere
sig som vandforureningskilder i de kommende
ar. Det papeges, at der officielt kendes 11 til-
feelde af olieforurening i Danmark, men at
det reelle tal méaske ligger meget hgjere. Bl.a.
pa grund af heldigt standsende jordlag er der
ikke sket skade pa grundvandet, eller ogsa er
en sidan skade ikke opdaget, fordi der ikke
foregir en indvinding af grundvand pi de pa-
geldende steder. Der kan derfor udmeerket
veere tale om en latent olieforurening af grund-
vandet flere steder i Danmark allerede nu.

Forureningsfaren for grundvandet i Dan-
mark er naturligt stgrst, hvor der er ringe
dybde til grundvandsspeijlet. I langt den stgrste
del af Danmark er dybden til grundvandsspejlet
kun mellem 5 og 15 meter. (Andersen 1969).

Ved en fladeudbringning — for eksempel
som barestof for herbicider — vil det maske
dreje sig om mangder omkring 0,1 liter pr.
kvadratmeter. Dette giver pr. kubikmeter
0,33 % udfyldning af hulrummene. I lerholdig
skovjord fandt Boning et alii. (1965) kun ved
anvendelse af endnu stgrre doser en nedtreng-
ning af olien til 50 cm dybde. I skovjord synes
dog adsorption til humuspartikler at vere spe-
cielt fremtreedende og maiske hindrende for
kapiller fremtreengen af olien. Endnu to ar
efter tilfgrslen fandtes oliekulstof (C'*) i hu-
minsyrefraktionen i humus i skovjord.

Forureningsfaren ved brug af olieemulsioner
for sprgjtemidler eller ved anvendelse af de sa-
kaldte weedkiller oils bgr ikke undervurderes,
og tilladelsen til brugen af sddanne midler bgr
tages op til fornyet overvejelse. Der bgr her
tages i betragtning, at olieforurening af grund-
vandet kan manifestere sig serdeles langsomt —
og nar den fgrst er opstiet, vil den vere van-
skelig at fjerne inden for en rimelig tid. Der

vil altsi pd et senere tidspunkt kunne opsta
alvorlige skader ved oliespild og formentlig
ogsd ved for hgj dosering af olie til sprgjtning,
idet denne kun i ringe grad omsaittes.

En stgrre lokal olieforurening, hvorved 1500
tons riolie Igb ud i agerjord, er refereret af
Grummer (1964). 1 alt 10 hektar jord blev ska-
det. Skadens fysiske virkninger beskrives som
en vasentlig ugunstig andring af fordelingen
af porestgrrelsen i jordbunden (meget forhgjet
andel af porer under 0,2 u) i et i gvrigt omtrent
uendret samlet porevolumen. Jordens perme-
abilitet for vand var sterkt forringet.

Utvivlsomt vil forureningsbilledet afhznge
meget af jordbundens karakter og aflgbsfor-
holdene, og formentlig vil klimatiske faktorer
ogsa kunne ggre sig gaeldende. En undersggelse
af olieskader pd dansk jord md omfatte vidt
forskellige jordbundstyper under hensyntagen
til arstid og klima.

2. Virkning pd jordbundens kemiske forhold
Olieforureningens indflydelse p& de jordbunds-
kemiske forhold vil have nar tilknytning til de
fysiske @ndringer og til de mikrobiologiske for-
andringer. .

En fremtredende virkning skyldes sendrin-
ger i jordens reduktions- og oxidationsforhold.
Ved tilfgrsel af olie eller gas bliver jordens re-
ducerende egenskaber forsteerket. En fglge her-
af er hgjere oplgselighed for mangan- og jern-
forbindelser. En undersggelse af gasmzattet jord
viste siledes store stigninger i indholdet af om-
bytteligt mangan og jern. Ogsa det tilgengelige
phosphor @ges, formentlig af samme arsag, idet
jernphosphater under reducerende omstendig-
heder kan blive lettere oplgselige.

Ved olieforurening skal nitratindhold i
grundvand kunne falde eller forsvinde, forment-
lig som fg@lge af nitratreduktion under de ringere
udluftningsforhold i jorden.

3. Virkning pd jordbundens mikroorganismer

De fysiske og kemiske @ndringer i jordbunden
ved olietitfgrsel vil gve indflydelse pa mikro-
organismernes aktivitet i jordbunden. Den rin-
gere udluftning af jorden og den nedsatte per-
meabilitet for vand er faktorer, der har ve-
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sentlig mulighed for at pavirke den mikro-
bielle virksomhed. Omvendt kan mikroorganis-
merne maske delvis vere ansvarlige for tabet
af krummestruktur og for forggelsen af den
reducerende evne. Nogle fi mikrobiologiske
undersg@gelser efter olieskader synes at vise et
fald i de samlede tal for bade bakterier og
svampe umiddelbart efter forureningens ind-
treden. Det antages, at der derpd sker en
forggelse af tallet for de mikroorganismer, der
kan udnytte olie, og tilsvarende et fald i
de ikke-kulbrintenedbrydende formers antal.
Steubing (1967) viste for skovjords vedkom-
mende en stigning af antallet af mycobakterier
efter olieforurening og et fald i tallene for
Azotobacter og cellulosenedbrydere i sammen-
ligning med neerbeliggende uforurenet jord.
Ogsd nitrogenbindingen i den olieforurenede
jord var nedsat.

Der er grund til at antage, at forlgbet af
virkningen p& den mikrobielle aktivitet ved
olieforurening vil vere vidt forskelligt i for-
skellige jordbundstyper, afthengig af bl.a. hu-
musindhold, tilgengeligt nitrogen og phosphor,
PH og karakteren af stedets naturlige mikro-
flora. Ogsd de klimatiske faktorer vil have be-
tydelig indflydelse.

Efter olietilfgrsel ses en stigning i jordens
kuldioxidproduktion. Efter Siiss et alii (1968)
er stigningen neppe alene udtryk for nedbryd-
ning af kulbrinter i den tilfgrte olie, men ogsa
en virkning af stimulerende karakter pa omsaet-
ningen af jordbundens egne organiske stoffer.
Da disse undersggelser blev udfgrt med C
market n-hexadecan, er der grund til at til-
legge dem en vis vagt.

Lignende forandringer i jordbundens mikro-
flora indtreffer i nerheden af nedlagte lednin-
ger med asfaltisolering og under asfalt pa lan-
deveje, hvor betingelserne métte vere til stede
(direkte kontakt med jord). Der ses her ofte
en lokal opformering af asfaltnedbrydende mi-
kroorganismer — med huldannelser i asfalten
som f@lgevirkning.

4. Virkninger pd planteveksten
Det er et velkendt fenomen, at planter er fgl-
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somme, omend i varierende grad, overfor gas,
stammende fra uvtztte ledninger. Dette galder
savel i det frie (vejtreer, parker) som for stue-
planter. Nar jord tilfgres gas fra en utzthed,
vil dels rgddernes iltforsyning mindskes, dels
kan der udvikles et reducerende milj@. En heraf
falgende ophobning af mangan- og ferro-ioner
forklarer formentlig en del af den opstiede
skadevirkning pa planteveksten.

Ved olieforurening ses en skadevirkning, der
alt efter omfanget kan variere fra total elimi-
nering af plantevaeksten for en lengere periode
til en plvirkning af udbyttet i ugunstig ret-
ning. Tilfgrsel af ganske ringe mangder olie
til jord skal i visse tilfeelde have haft positiv
indflydelse pa hgstudbyttet, bl.a. af soyabgnner.
Hvis disse iagttagelser er rigtige, skyldes for-
bedringen i s& fald formentlig en stimulering af
den mikrobielle aktivitet.

Et nermere. studium af virkningen af en
lokal olieforurening p& plantevaeksten er udfgrt
af Grummer (1964). Et omrade med agerjord,
der havde varet udsat for en kraftig skade ved
udlgb af riolie, blev undersggt i 3 ar derefter.
Ved sdning af korn pa arcalet viste der sig
hurtigt en vakststandsning i det fremspirende
korn, idet planterne trods tilfgrt gédning viste
symptomer pd N- og K-mangel formentlig pa
grund af forstyrrelser i vandbalancen. Den
rodbevoksede jords struktur var nedbrudt og
var Klistret og fortettet. Nogle steder havde
jorden en rddden lugt, der tydede p& anaerobe
forhold. Fgrst efter 3 &r var plantevaksten
fuldt etableret igen pa skadestedet.

5. Jordbehandling efter olieskader

Nogle af publikationerne vedrgrende olieskader
fremhaever mekanisk dybdebehandling af den
skadede jord som bedste fremgangsmade til
skadens afhjelpning. Ved dyblgsning af jorden
fremmes den aerobe omsaztning, og jordens
reducerede tilstand wndres. Tilfgrsel af orga-
nisk g@dning, iser staldggdning, kan medvirke
til fjernelse af skadevirkning. 1 tilfeelde af me-
get kraftige forureninger er bortskaffelse af
den skadede jord dog den bedste lgsning.



Indledende eksperimentelle undersegelser over nedbrydning af kulbrinter

1. Miling af kuldioxidproduktionen i jord efter
tilforsel af de sikaldte weedkiller oils

Ved forsggene anvendtes to til ukrudtsbekam-
pelse godkendte midler (weedkiller oils, hen-
holdsvis markedsfgrt af oliefirmaerne Esso og
Shell).

Kuldioxidproduktionen i jord méltes efter
Petersens metode (1926). 1 alle forsgg anvend-
tes 4 parallelkolber. De anvendte tilsetninger
var fglgende:

A. ingen tilsaetning

B. 0,1 % weedkiller oil + 0,01 % amm
C. 0,25 % » » + 0,025 %
D. 05 % » » + 0,05 %
E. 1,0 % » > + 01 %

Forsggene varede 1 méaned ved 25° C.

Amm. = ammoniumnitrat.

Fig. 2-3 viser samlede mangder udviklet
kuldioxid, udtrykt i mg CO, pr. 50 gram jord
som funktion af tiden. Den stgrste maengde af
udviklet kuldioxid i forsggsperioden ses for
Shell weedkiller oil (fig. 3.).

2. Beregning af mulig omsat weedkiller oil

i forsegstiden

Kulstofmaengden i de anvendte weedkiller oils
udggr:

Shell weedkiller oil Esso weedkiller oil

C: 86,32 % C:. 84,72 %

P4 grundlag af denne analyses resultater er
den udviklede kuldioxidmengde omregnet til
oliekulstof. Denne beregning forudsetter, at al
den udviklede kuldioxid hidrgrer fra olie i
jorden. (Korrigeret for blindveerdi).

Teoretisk mulig omsat oliekulstof
(i procent af tilfort):

Esso weedkiller oil Shell weedkiller oil

B 1,29 % C B 7,65 % C
C 9,44 % C C 1302%C
D 109%%C D 11,1 %C
E 1256 % C E 1577%C

Beregningerne viser, at i forsggsperioden (1
méned) er hgjst 12-15 % af den tilsatte olie-
mangdes kulstof omsat til kuldioxid. Da der,

som ovenfor nzvnt, er sandsynlighed for en
stimulerende virkning pa jordbundens omsat-
ning (og dermed pa kuldioxidproduktionen) ved
tilsetning af kulbrinter, er det antageligt, at
den reelle omsatning af olien cr mindre, end
de her fundne vardier antyder.

COz—udvikling i jord med ES50 Weedkiller Oil

mg €O, pf. 509 ter jord

2 4 & & 10 12 1% 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3% dgan
Fig. 2. Udvikling af kuldioxid i jord tilsat Esso
weedkiller oil. A kontrol, B - E stigende tilsatning
af olie. (Se i gvrigt teksten).

C02>udv?kling i jord med SHELL Weedkiller Oil
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Fig. 3. Udvikling af kuldioxid i jord tilsat Shell
weedkiller oil. A kontrol, B - E stigende tilsetning
af olien. (Se i gvrigt teksten).
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3. Nedbrydningsforseg i inkuberet jord

Der hensattes prgver, bestdende af 200 g tgr
havejord med tilsetning af 18 % vand og 2 %
weedkiller oil, i Erlenmeyer-kolber (med 4 kol-
ber i hvert forsggsled). Inkuberingstid: 2 ma-
neder. Temperatur; 25° C. Forsgget var siledes
inddelt:

1. Usteril jord uden tilsztning
2. Steril jord + 2 % Shell weedkiller oil
3. Usteril jord 4+ 2 % Shell weedkiller oil

Der blev efter forsggsperiodens afslutning
foretaget nogle orienterende gaschromatografi-
ske underspgelser.

Jordprgverne blev forinden ekstraheret med
n-hexan, og oplgsningerne destilleret til fjer-
nelse af hovedmzngden af hexan. Fglgende
prover blev derefter underkastet gaschromato-
grafisk analyse:

I. Ren Shell weedkiller oil.

11. Samme, men oplgst i n-hexan (i koncen-
tration modsvarende ekstrakt af jord-
prgve, indeholdende 2 % olie).

II1. Ekstrakt af jordprgve, tilsat 2 % Shell
lige for ekstraktion (ikke inkuberet).

‘IV. Ekstrakt af usteril jord uden tilsetning

(inkuberet, ovennevnte 1).
V. Ekstrakt af steril jord 4+ 2 % Shell (in-
kuberet, ovennxvnte 2).
V1. Ekstrakt af usteril jord + 2 % Shell
(inkuberet, ovennavnte 3).

Sidelgbende med gaschromatografering blev
foretaget nogle orienterende analyser pa masse-
spektrometer,

Resultater:
Gaschromatografering af prgve IV (ekstrakt af
inkuberet jord uden tilsetning) viste, at der
ikke herfra er ekstraheret stoffer, der vil kunne
fa indflydelse p& gvrige chromatogrammer.
Pa grundlag af de gaschromatografiske ana-
lyser kan det forelgbig siges, at der er mindst
35-40 komponenter i olien. Massespektrene an-
giver, at de stgrste toppe ligger fra 128-168
svarende til Cy-C,,, hvilket er i overensstem-
melse med leverandgrens opgivelse af koge-
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punktsinterval for olien (145-200° C).

Ved sammenligning mellem (fig. 4-6) chro-
matogrammet for 111, (chromatogram for jord
med olie uden inkubering) og chromatogram
V (steril, inkuberet jord med olie) og chro-
matogram VI (usteril, inkuberet jord med olie)
kan det ses, at der er en betydelig forskel
mellem pa den ene side III og p&d den anden
side V og VL Der er forskel sivel i antal af
komponenter som i forholdet mellem toppenes
stgrrelse. Da forskellen findes baide mellem III
og V (steril forsgg) som mellem TII og VI
(usteril forsgg) ma forskellen tilskrives for-
dampning eller andre ikke-biologiske faktorer
i forsggstiden.

Ved sammenligning mellem chromatogram-
merne V (forsgg i steril jord) og VI (forsgg i
usteril jord) er forskellene mindre igjnefaldende.
Der er dog forskelle ved nogle mindre toppe,
svarende til @ndringer af enkelte komponenter.

Mikrobiologiske undersggelser

i tilknytning til kuldioxidforsggene.

Under og efter malingerne af kuldioxidproduk-
tionen i jord, tilsat weedkiller oils, blev der fo-
retagetorienterende spredninger pA mineralagar,
tilsat steril weedkiller oil med pipette, og pa
mineralagar i petriskdle, i hvis lag var anbragt
filtrerpapir, som blev veedet med weedkiller oil.

Isolaterne fra disse spredninger blev overfgrt
til rgrglas med mineralsaltoplgsning tilsat 1 m]
weedkiller oil med pipette. Savel ved sprednin-
gerne som ved de videre vakstforsgg var den
eneste kulstofkilde en af de to undersggte
weedkiller oils.

Af 38 forskellige isolater fra den primere
spredning af jord fra kuldioxidforsgget med
jord + Esso weedkiller fandtes 27 fremdeles
at kunne vokse i de sekundwere vakstforsgg
i flydende substrat. Af 34 forskellige isolater
fra jordforsgg med Shell weedkiller havde kun
12 evne til videre vakst i det sekundzre
substrat.

De isolerede mikroorganismer, der viste god
vakst i flydende mineralsubstrat med tilsat
weedkiller oil, tilhgrte slegterne Arthrobacter,
Corynebacterium, Nocardia og Pseudomonas.




Fig. 4. Gaschromatogram for jord med tilsat weedkiller oil (usteril, ikke inkuberet). Age Jart
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Fig. 5. Gaschromatogram for jord (steril, inkuberet med olie). ' Age Jart
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Nogle bakterieisolater kunne ikke umiddelbart
identificeres.

De mikrobiologiske resultater er i god over-
ensstemmelse med den antagelse, som begrun-
des i kuldioxidforsggene og de gaschromatogra-
fiske undersggelser, at der i forsggstiden (1
méned) foregdr en vis, men dog ikke serlig
betydelig, nedbrydning af de to weedkiller oils.
For den praktiske anvendelse af weedkiller oils
er det efter forsggsresultaterne rimeligt at til-
rade den stgrst mulige forsigtighed med an-
vendelse af disse, hvor der er mulighed for af-
ledning til drenvand, grefter eller andre vand-
Igb, eller hvor der er chance for nedsivning til
grundvand.

De kemiske undersggelser er foretaget af
akademiingenigr, Anne-Margrethe Lind, i sam-
arbejde med lektor Age Jart, Danmarks tek-
niske Hgjskole og Preben Hansen, Organisk
Laboratorium, H. C. @rsted Instituttet, Kgben-
havns Universitet. Ved kuldioxid-forsggene og
de mikrobiologiske undersggelser har laborant
Anna-Lise Hansen medvirket. Alle, der har
ydet bistand ved de orienterende undersggelser,
bringes herved en hjertelig tak.

Summary
Biological degradation of hydrocarbons with spe-
cial reference to soil contamination.

A review is given of the recent literature on the
decomposition of hydrocarbons by microorganisms.

Introductory experiments on degradation of
weedkiller oils in soil have been carried out (de-
termination of carbon dioxide production after
addition of weedkiller oil and gaschromatographi-
cal and microbiological analyses of the soil).

The results indicate, that not over 15 per cent
of the weedkiller — added to the soil — has been
utilized by the soil microorganisms in four weeks.

The use of weedkiller oils may therefore in the
long run involve a contamination risk.
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