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Literature review

Olie og gas er en vigtig kilde til energi og ramaterialer for det moderne verden. | Denmark er
Mersk Olie og Gas, en partner i nervearende projekt, er en del af Danish Underground Consortium
(DUC) som har licens til at indvinde olie fra den danske sektor af oliefelterne i Nordsgen. 1 2013
udgjorde Nordsgs-olie og gas 56% of den samlede dansk energi forbrug (Energistyrelsen, 2013).
Olieindvinding i Nordsgen er sakaldt "modene” oliefelter, dvs. olien der er nemt at fa op er taget og
der skal bruges en raekke tekniske lgsninger til at fa fat i det resterene olie. En metode at gere det er
havvandinjektion (Figur 1), hvor en injektionsbrend bores i nerheden af en producerende brgnd og
havvand pumpes ned i reservoiret for at gge trykket og i princippet presse olien ud.
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Figur 1: Diagram over olieproduktion til havs. Havvand pumpes ned som injektionsvand, der presser olie ud af formationen hen mod
produktionsbrgnden.

Havvandsinjektion kan dog @ge mikrobielle vaekst og skabe en rekke problemer:

1) Sulfat som pumpes ned med havvandet omseettes til svovlbrinte af sulfate reducerede bakterier
og archaea, i en process der hedder forsuring (Larsen, 2009). Dette skal fjernes fra raolien for den
raffineres og dette medfarer en betydelig udgift

2) Bakterieveekst pa indersiden af oliergre fremme nedbrydning af rgrene, sakaldt biokorrosion
(Larsen, 2010). Dette paleegger ogsa en stor udgift ikke mindst pga. tabt produktion mens rarene
skiftes. Biokorrosion forarsages af bestemte mikroorganismer, fx sulfat-reducerende bakterier og
archaea og methanogener.



Ingenigrfirmaer radgiver olieindustrien, men de mangler verktgjer der kan infomere lgsninger til
disse problemstillinger, da nuveerende analysemetoder kan ikke linke problemerne til bestemte
bakteriearter i systemet. Det er analogt til en laege der gerne vil diagnosticere om en patients
sygedom skyldes fx Salmonella eller E. coli, da behandling skal malrettes den underliggende arsag,
selv om symptomerne er de samme.

Bakterier i miljget males oftest ved at male antal af deres gener i en given prave. Der findes
kvantitativ PCR (QPCR) metoder, som bruges i andre miljger (Callbeck et al. 2013), men deres brug
i olieindvindingssystemer skal udvikles. Derudover findes der nye metoder der hurtigt kan
identificere mange tusinde bakteriearter i en enkelt analyse med amplicon sekvensering (Caporaso
et al. 2012; Saunders et al. 2015). Dette skal ogsa testes og anvendes i olieindvindingssystemer.
Sammen vil disse to analysemetoder give et detaljeret billede af hvilke bakterier findes i
systemerne. Viden om, hvilke bakterier er hyppige i systemet vil kunne bidrage til processtyring og
evt. indikere om der skal &ndres pa nuvarende praksis med dosering af nitrat og biocider.

Metoder
Prevetagning

Praver blev udtaget af Mersk i samarbejde med Rambgll og fragtet til laboratoriet. Praver af rust
(Figur 2A) blev homogeniserede i en morter og pistil. Praver af vand (Figur 2B) blev filtreret ned
pa 0,2 um filtre. Vandet i praver som indeholdte en oliefase blev adskilt i et skilletragt.
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Figur 2: Praverne fra rarleegninger (A) blev taget af det porgse rust pa indersiden af rgret. Prgver af vand blev udtaget i 250 mL
flasker (B). Producerede vand havde en oliefase (gverst) og vandfase (nederst). Kun vandfasen blev analyseret.

Kvantitativ PCR (QPCR)

DNA blev oprenset fra prgverne med Fast DNA spin kit (MPBio) med 0,5 g af faststof eller et halvt
filter. Koncentrationer af 1) total Bacteria, 2) total Archaea, og 3) sulfat-reducerende Bacteria og 4)
sulfat-reducerende Archaea blev malt med en Startagene MxPro qPCR maskine og Brilliant SYBR

Mastermix Kit.



Naeste-generations sekvensanalyse (NGS)

Det relative antal af de forskellige bakteriearter i hver praver blev malt med en MiSeq
sekvensmaskine (Illumina). Mindste 10 000 datapunkter blev malt for hver praver.

Resultater

Metoder Udvikling

En raekke primere blev testet for specificitet og effektivitet med standarder og med pregverne fra
olieindvindingssystemer. Der blev anvendt fire qPCR analyser:

1. Total Bacteria
2. Total Archaea
3. Sulfat-reducerende Bacteria
4. Sulfat-reducerende Archaea

Alle metoder blev testet i forhold til standard protokoller (Bustin, 2009). Standarderne gav linezr
respons igennem mindst 5 stagrrelsesordener med en reproducerbart effektivitet som var >80%
(Figur 3).
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Figur 3: En typisk standardkurv for total Bacteria qPCR.

Inhibering var et problem i praverne fra rgrleegningerne, formentlig pa grund af at der kommer
mange jern-ioner med i DNA oprensningen (Kreader, 1996). Vi indkart en metoder til at kontrollere
for inhibering ved at kare kontrol prgver med interne standarder. Fjernelse af de inhiberende stoffer
ved at skylde tre ekstra gang under oprensningen pa spin-sgjlen var ikke effektivt, sa der blev
ngdvendigt at fortynde prgven indtil inhiberingen var veek (typisk 10 eller 100 gange), men det
medfarer en tilsvarende reduktion i falsomhed af analysen.



Undersggelse af biofilm fra korroderede rgr

Der blev undersggt 10 praver af biofilm/rust fra 3 forskellige rarleegninger fra havbunden i
Nordsgen. Rarene hvor det er gaet hul i bliver taget ud af produktion og sendt til lands. Sa bliver de
undersggt blandt andet med at udtage pregve fra indersiden af rgrene som sendtes til EAAA for
analyse.

gPCR analyser og amplicon sekvensering gav gode resultater men antallet af disse organismer var i
de tre tilfeelde sa lavt at det konkluderes at biokorrosion ikke var en vasentlig faktor i at rarene blev
uteet.

Undersggelse af producerede vand

Der blev udtaget en prave af injektionsvand, 3 prever af producerede vand og 3 prgver fra multifase
rerleegninger. Alle praver kunne analyseres med de udviklede metoder. Det var et tydeligt forskel i
hvilke bakteriearter der var til stede i hhv. injektionsvand og producerede vand med og uden
havvandsgennembrud (Figur 4). | dette system er nitrat tilsat havvandet og i tilfeelde af
gennembrud vil man kunne se hvilke bakterier vokse pa nitrat.
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Figur 4: Statistisk analyse der sammenligner hvilke bakterier er tilstede i vandpraver. Hvert prave tegner et punkt pa diagrammet. Jo
mere bakteriesammensztningen i praven ligner hinanden jo teettere pa de er i diagrammet.



Nar bakterierne klassificeres kan det ses at sleegten Marinobacter er den mest hyppig organisme i
det producerede vand med havvandsgennembrud. Marinobacter kan nedbryder kulbrinte molekyler
i olien med samtidlig reducere nitrat (Gauthier et al. 1992) og de er ogsa blevet impliceret i
korrosion i andre systemer (Carvalho et al. 2014; Pillay and Lin 2013). Det skal undersgges for om
Marinobacter er hyppig i biofilm i rgrleegninger i oliesystemer og om den maske spille en rolle i
biokorrosion, da dens hgje hyppighed kunne betyder at den var vigtigere end, sulfat-reducerende
bakterier og metanogener som indtil videre antages for at veere de betydelige slagter.
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Figur 5: Boxplot over de 25 mest hyppige sleegter i vandprgverne.

| forhold til tidligere malinge var antallet af Archaea lavere end forventede. Yderligere undersggelse
skal fortages for at kontrollere om Archaea tallene er for lave.

Konklusioner og perspektiver

En kombination af gPCR og amplicon sekvensering kunne bruges til at undersgge antallet af
bakterier i olieindvindingssystemer. Fremtidig projekter kunne kontrollere om total Archaea tallene
er for lave med den udviklede qPCR. Marinobacter var en hyppig bakterieart |1 vandprgverne og
den skal undersgges for at finde ud af om den bidrage til biokorrosion i systemet.



Videndeling

De typer metoder som projektet har anvendt er generelt anvendeligt for molekyler identificering af
bakterier. De bliver anvendt naste ar speciale projekter pa laborantuddannelsen. Cases fra projektet
er indgaet i undervisningen om gqPCR i bioteknologi modulet.

Resultaterne af projektet blev praesenteret under Reservoir Microbiology Forum 2015 (Saunders et
al. 2015), en international forum om mikrobiologi i olieindvindingssystemer.

Mini Business case

Det har fra starten veeret hensigten at de udviklede analysere kan efter projektet, tiloydes som
kommercielle analysemetoder til industripartnerne og andre interessenter i olieindustrien. Det er
ogsa tilfeeldet nu. 1 2015 fik vi yderligere projekter pa ca. 50.000 kr. i olieindustrien samt 25.000 kr.
fra et projekt som anvendte de samme metoder til at undersgge bakterierne i forurenede jord. Der
budgetteres for en gget omsatning i 2016, i alt ca. 250.000 kr.

Kommunikation til web

En hjemmeside om det kommercielle ydelser projektet munder ud i er blevet lavet pa
http://labmil.com. Vi har veeret i kontakt med Henrik Varmark om at fa disse informationer
integreret i http://eaaa.dk og det er under arbejde.

Videntilbagelab

Cases og industrikendskabet indgar i undervisningen om i bioteknologi modulet (om medoden) og
under miljgteknolog-uddannelsen (om industrielle problemstillinger). De typer metoder som
projektet har anvendt er generelt anvendeligt for molekylaer identificering af bakterier og har derfor
ogsa anvendelse i andre brancher. Metoderne indgar fra naeste ar i speciale projekter pa
laborantuddannelsen.

For at fa viden om muligheden for at fa lavet analyserne hos os kommer ud til industrien arbejdes
ved at Aaron deltog i Reservoir Microbiology Forum 2015 (Saunders et al. 2015), en international
forum om mikrobiologi i olieindvindingssystemer. Der tages nu ogsa personlig kontakt til branchen
for at tilbyde analyserne og vi udvider hjemmesiden med informationer sa vi kan henviser dertil.
For at gge kendskabet i Danmark generelt om vores udviklingsarbejde planlegges ogsa at skrive en
populeer artikel om projekt (fx i Jord og Vand).

CRM
Projektpartnerne er blevet registreret i EAAAs CRM.
Eksterne bevillinger

Der er ikke nogle eksterne bevillinger i forbindelse med dette projekt.
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