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ROK LXIX

Testy stabilnosci znacznikow fluorescencyjnych
wykorzystywanych do Sledzenia kierunku migracji
ptyndw w ztozach gazu ziemnego

Wstep

Mianem ,,znacznikoOw” (ang. tracers) okresla si¢ sub-
stancje chemiczne (proste lub zlozone), ktdére mozna ta-
two identyfikowa¢ w celu $ledzenia przebiegu procesoOw
fizycznych, chemicznych lub biologicznych, zachodza-
cych w réznych uktadach. Takim przyktadowym uktadem
moze by¢ ztoze gazu ziemnego.

Podstawowym warunkiem, jaki powinien spetnia¢ od-
powiednio dobrany znacznik, jest jego pelna reprezentatyw-
no$¢ dla okreslonego sktadnika badanego uktadu (tj. wta-
$ciwosci mechaniczne znacznika i danego sktadnika §le-
dzonego powinny by¢ zblizone). Tym samym, znacznik
musi si¢ wyrdznia¢ cechami specyficznymi (np. wykazy-
wac roézne wlasciwosci chemiczne), dzigki ktorym moz-
na go tatwo oznaczac¢ jakosciowo i iloSciowo, nawet przy
jego $ladowych stezeniach. ROwnoczesne spetnienie obu
tych wymagan stanowi duze wyzwanie, gdyz od wlasci-
wego doboru znacznika i konkretnego celu badan zalezy,
czy te, sprzeczne ze sobg wymagania, sg spetnione w prak-
tyce w dostatecznym stopniu.

Wykorzystanie znacznikoéw w §wiatowym przemysle
naftowym wcigz ewoluuje, o czym $wiadczy m.in. wykaz
przeprowadzonych znacznikowych testow migedzyotworo-
wych prowadzonych w latach 1950-2000 w réznych ba-
senach naftowych na $wiecie [2], a takze liczne pozycje
literaturowe [np. 1, 10]. Stosowanie znacznikdw ma swo-
je uzasadnienie dla nastgpujacych celow:

* oszacowania resztkowego nasycenia zloza ropa naf-
towa,

» okreslenia kierunkow i predkosci przeptywu mediow
ztozowych w rejonie ztoza,

» lokalizacji i okres$lenia kierunku rozktadu szczelin,
tak pierwotnych, jak i po zabiegach szczelinowania,

* lokalizacji uskokow i nieciggtosci,

 identyfikacji stref chtonnych [7].

W testach migdzyotworowych stosuje sie, jako znacz-
niki iniekcyjne, tracery nalezgce do dwodch kategorii: pa-
sywnych 1 aktywnych, ktéore mozna sklasyfikowa¢ pod
wzgledem zroéznicowania ich tworzenia, dziatania i ana-
lizy, 1 wyr6zni¢ nastepujace grupy: radioaktywne ato-
my lub czasteczki, nieradioaktywne zwigzki chemiczne
oraz zwigzki zawierajace trwale izotopy [3]. Powszech-
nie stosuje si¢ podziat znacznikow na dwie grupy (zgod-
nie z rys. 1): radioaktywne i chemiczne, z czego do tych
drugich mozna zaliczy¢: alkohole, sole oraz barwniki
fluorescencyjne [8, 10].

Do badan wybrano znaczniki posiadajace nastepu-
jace cechy: niskg toksyczno$¢, wysoka rozpuszczalno$é
w wodzie, brak reakcji z wodg ztozowa i osrodkiem skal-
nym, stabilno$¢ oraz niski poziom detekcji przy zastosowa-
niu nieskomplikowanej aparatury analitycznej, niewymaga-
jacej pracy w wysokospecjalistycznych laboratoriach. Do
oznaczenia trwatosci barwnikow fluorescencyjnych zastoso-
wano fluorymetr filtrowy, poniewaz sygnat fluorescencyjny
pochodzacy od obojetnego znacznika fluorescencyjnego
jest skorelowany z jego iloscig [5]. Dwa sposrod weze-
$niej monitorowanych [5, 9] znacznikéw fluorescencyj-
nych wybrano do dalszych testow laboratoryjnych, okre-
$lajac je jako:

» znacznik 1 — barwny znacznik fluorescencyjny,
» znacznik 2 — bezbarwny znacznik fluorescencyjny.
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Znaczniki
Radioaktywne Chemiczne
Heksacyjanokobalt Alkohole Sole Barwniki fluorescencyjne
Woda trytowa
Tiocjanki
Chlorowce
Alkohole
Metanol Rodanek amonu Fluoresceina
Etanol Azotan amonu Rodamina B
1-propanol Bromek sodu Eozyna
2-propanol Bromek potasu Roztwory riwanolu
Jodek sodu
Jodek potasu
Chlorek sodu

Rys. 1. Ogolny podziat znacznikow [8]

Metodyka badan

Fluorescencja jest szybkim procesem fotofizycznym,
zachodzacym w czasie ~10® s. Poniewaz bezpromieni-
sta dezaktywacja wyzszych standw oscylacyjnych wzbu-
dzonego stanu elektronowego zachodzi jeszcze szybciej
(ok. 10'%s), fluorescencje obserwuje si¢ jedynie z najniz-
szego oscylacyjnego poziomu pierwszego elektronowego
stanu wzbudzonego. W przeciwienstwie do znacznie wol-
niejszego procesu fosforescencji, fluorescencja nie pocia-

ga za sobg zmiany multipletowosci.

Podobnie jak w przypadku absorbancji, intensywno$¢
fluorescencji jest proporcjonalna do stezenia substancji
emitujacej (w zakresie niskich stezen; dla wysokich ste-

Fot. 1. Fluorymetr filtrowy Quantech firmy Thermo
Scientific uzywany do badan laboratoryjnych

zefy charakterystyczne jest zjawisko autowygaszania). Do oznaczenia stezenia znacznika 1 zastosowano na-

Zaleznos¢ ta ma postac:

stepujace filtry:
I.=k-1,-c-s « filtr wzbudzenia w zakresie Vis — 490 nm narrow band
gdzie: filter 10 nm,
k — stata proporcjonalnosci, o filtr emisji — 415 nm sharp cutoff filter,
I, — natgzenie promieniowania wzbudzajacego, « filtr blokujacy — quantech blank filter.
¢ — stezenie, Natomiast do oznaczenia st¢zenia znacznika 2 zasto-

s — grubo$¢ warstwy absorbujacej [6].

Opracowanie metody oznaczania znacznikow wyka-
zujacych wiasciwosci fluorescencyjne oraz badanie ich
trwato$ci odbylo si¢ przy uzyciu fluorymetru filtrowego
Quantech, firmy Thermo Fisher Scientific Inc. Niepew-
no$¢ uzyskanych wynikéw stezen dla poszczegdlnych po-
miar6w oszacowana zostata na podstawie klasy doktadno-
$ci aparatu 0,01 ppm.
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sowano filtry:

« filtr wzbudzenia w zakresie UV — 297 nm narrow band
filter 10 nm,

« filtr blokujacy — quantech blank filter.

Metoda do oznaczenia st¢zenia znacznika 2 wymaga
uzycia lampy rteciowej, dlatego nalezy pamigta¢ o wia-
czeniu lampy UV oraz o umieszczeniu filtru blokujacego
w uchwycie na filtr Vis.



artykuty

Czes¢ doswiadczalna

Przygotowanie roztworow

Dla znacznika 1 i 2 sporzadzono szereg roztworow
wzorcowych, na poziomach stezen zalaczonych w tabli-
cy 1. Do przygotowania odpowiednich rozcienczen za-
stosowano rozpuszczalnik (odpowiednik wody zattacza-
nej) — roztwor solanki o stezeniu 100 g/1.

Tablica 1. St¢zenia roztworow wzorcowych
dla znacznika 112

W przypadku znacznika 1 mozliwy jest pomiar steze-
nia [ppm], jak rowniez, ze wzgledu na jego barwne wilasci-
wosci, sygnatem mierzonym moze by¢ fluorescencja [AU]
(przy wzmocnieniu G = 10). Bezposredni odczyt fluorescen-
cji bezbarwnego znacznika 2 (nawet przy zastosowaniu wy-
sokich warto$ci wzmocnienia) nie jest mozliwy, a sygna-
fem mierzonym w tym przypadku jest tylko st¢zenie [ppm].

Tablica 2. Przyktadowe wyniki testu kalibracji
dla znacznika 1

Fot. 2. Roztwory wzorcowe znacznika 1 na 7 poziomach
stezen: 1000 ppm, 200 ppm, 20 ppm, 2 ppm, 1 ppm,
0,5 ppm oraz 0,2 ppm

Kalibracja oraz analiza ilosciowa

Do sporzadzenia krzywych wzorcowych znacznika 1
i znacznika 2, a takze oznaczen ilo$ciowych prob labora-
toryjnych zawierajacych dodatki badanych markerow wy-
korzystano fluorymetr filtrowy Quantech, firmy Thermo
Scientific.

Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie > 3443
[ppm] [mg/ml] [ppm] [mg/ml] 4 2541
1000 1 1000 1 2 1240
200 0,2 40 0,04 1 721

5 0,005 20 0,02 0.5 712
4 0,004 10 0,01
0,2 332
2 0,002
1 0,001
3600
0,5 0,0005 o
3200
0,2 0,0002 2800

= 617,04x + 1921
¢  R=09914
2400

5
=
s 2000
o
S 1600
@
@ 1200 *
o
=]
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400 ¢
0 T T r T T
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Stezenie [ppm]

Rys. 2. Przyktadowy przebieg krzywej kalibracyjnej dla
znacznika 1 w zakresie stgzen 0,2+5 ppm

W zakresie stgzen 0,2+5 ppm krzywa kalibracyjna dla
znacznika 1 wyznaczona metoda fluorymetryczng przyj-
muje posta¢ funkcji liniowej o rownaniu y = 617,04x +
192,1 i wspotezynniku korelacji R = 0,9914.

Tablica 3. Wyniki testu kalibracji dla znacznika 2

40 37,93
20 24,96
10 10,63
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W zakresie stezen 10+40 ppm krzywa kalibracyj-
na dla znacznika 2 wyznaczona metoda fluoryme-

tryczng przyjmuje postac funkcji liniowej o rownaniu
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' Rys. 3. Przebieg krzywej kalibracyjnej dla znacznika
50 2 w zakresie stezen 1040 ppm

Badanie trwatos$ci znacznikow

Trwalos¢ (stabilno$¢) charakteryzuje wtasciwos¢ prob-
ki analitycznej (takze materiatu odniesienia) zapewniajg-
ca niezmienno$¢ jej sktadu (zawartosci analitu) w czasie.
Okres$la ona dopuszczalny czas przechowywania i moz-
liwo$¢ wystapienia zmian sktadu probki podczas trans-
portu i dlugotrwatego przechowywania [4].

W ramach badan laboratoryjnych wykonano test
trwalosci roztworow wzorcowych o znanych stgzeniach
znacznika 1, jak rowniez znacznika 2. Proby badane,
zawierajace dodatek znacznikow fluorescencyjnych, pod-
dano dziataniu czasu przy ograniczonym dostepie §wia-
tta oraz bezposredniej ekspozycji na $wiatto widzialne
przez okres 4 tygodni. Wptyw temperatury na trwatosc¢
roztworow wzorcowych badano dla trzech temperatur:
60, 75 1 90°C przez okres trzech tygodni. Wyniki prze-
prowadzonych kolejnych testow zestawiono w tabli-
cach 4-11.

Wptyw czasu na stabilnos¢ roztworow

Wplyw czasu na roztwory znacznikowe kontrolowano
przez okres 4 tygodni. Dla roztworéw znacznika 1 zaob-
serwowano znaczny wzrost stezen po pierwszym tygodniu
prowadzenia testu. Fakt ten mozna ttumaczy¢ zbyt krot-
kim czasem wykonywania pomiaru od momentu wpro-
wadzenia zwigzku do roztworu. Poczynione obserwacje
sugeruja, ze wymagany jest dtuzszy czas dla osiggniecia
catkowitej rozpuszczalno$ci znacznika 1 w stezonym roz-
tworze solanki. Wedtug przeprowadzonych badan, czas
potrzebny dla osiggnigcia stanu rownowagi sporzadzanej
mieszaniny wynosi okoto 2 dni. Podczas prowadzonych
testow przez kolejne 3 tygodnie roztwory znacznika 1
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wykazaly znacznie wyzsza stabilno$¢; stezenia utrzy-
mywaly si¢ na statym (wyzszym w stosunku do poczat-
kowego) poziomie (rysunek 4 i tablica 4). Nalezy row-
niez zaznaczy¢, ze przez caly okres prowadzenia badan
laboratoryjnych roztwory znacznika 1 nie zatracity swo-
ich barwnych wtasciwosci, ktore uniemozliwityby ich
wizualizacjg.

Tablica 4. Wplyw czasu na st¢zenie roztworow
wzorcowych znacznika 1 (przy ograniczonym dostgpie
$wiatla widzialnego)

2 4,02 4,13 4,28 4,34
1 2,16 2,17 2,22 2,29
0,5 0,62 0,82 1,21 1,11
0,2 0,29 0,35 0,33 0,29

Tablica 5. Wpltyw czasu na fluorescencjg roztworow
wzorcowych znacznika 1 (przy ograniczonym dostepie
Swiatla widzialnego)

2 627 1277 1323 1329 1378
1 326 664 660 670 710
0,5 78 160 222 284 352
0,2 28 44 67 97 118
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1400 y=695,8x-4,136

Analogiczne testy wykonano dla trzech r6z-
nych stezen znacznika 2. W przypadku tego

R*=0,999

markera zastosowano wyzsze stezenia, z uwagi
na wyzszy prog detekcji uzywanego do pomia-

row fluorymetru.

Dla roztworow znacznika 2 zaobserwowano

nieznaczny wplyw czasu (przy ograniczonym

dostepie $wiatta widzialnego) na zmiang stezen
przechowywanych roztworoéw, co §wiadczy

o wysokiej stabilno$ci badanego znacznika.

. 1200 v=
2
;' 1000 y=711,54x -
g‘ R?=0,9961
S 800
Q
@ =708,2x - 118,8
b y =708, ;
5 600 - = —
;
3
(TS
400 V=345,3x- 54,74
R?= 0,986
200 -
0
0 0,5 1,5 2

1
Stezenie [ppm]

# Start badan stabilnosci
A Stabilnos¢ po 2 tygodniach
W Stabilnos¢ po 4 tygodniach

W Stabilnos¢ po 1 tygodniu
® Stabilno$¢ po 3 tygodniach

Rys. 4. Wplyw czasu na przebieg krzywej kalibracyjnej

dla znacznika 1 w zakresie st¢zen 0,2+2 ppm

(przy ograniczonym dostepie swiatla widzialnego)

Tablica 6. Wptyw czasu na stabilno$¢ roztworéw
wzorcowych znacznika 2 (przy ograniczonym dostgpie
$wiatla widzialnego)

37,93 38,16 37,01 34,12 35,42
24,96 25,34 24,39 22,8 23,43
10,63 10,33 10,07 9,14 9,22
45
40
35
g 30 y=0,872x + 4,145
3 % R?=0,952
g y=0,886x + 3,92
I 20 R*=10,945
.g 1 y=0,859x + 3,76
= R*= 0,949
En 10 it y= 0.2794x +3,48
2 R?=0,941
o5 Y=0,834%+ 3,225
0 T Rz = 0,944I T T 1
0 10 20 30 40 50

Stezenie [ppm]
 Start badan stabilnosci
A Stabilnos¢ po 2 tygodniach
u Stabilnos¢ po 4 tygodniach

 Stabilnosé po 1 tygodniu
o Stabilno$¢ po 3 tygodniach

Rys. 5. Wplyw czasu na przebieg krzywej kalibracyjnej
dla znacznika 2 w zakresie stezen 10+40 ppm (przy
ograniczonym dostgpie Swiatta widzialnego)

Wplyw swiatta widzialnego na stabilnosc¢
roztworow

Wplyw $wiatta widzialnego (analogicznie
jak w przypadku wptywu czasu) na roztwory
znacznikowe kontrolowano przez okres 4 tygo-
dni. Dla roztworéw znacznika 1 zaobserwowano
znaczny spadek badanych stezen w kazdym

kolejnym tygodniu prowadzenia testu (rysunek 6 i ta-
blica 7). Swiatto widzialne ma rowniez degradacyjny
wplyw na barwe badanych roztworéw — ich intensyw-
no$¢ maleje wraz z uptywem czasu, co mozna przede
wszystkim zauwazy¢ w przypadku roztworéw o niskim
stezeniu znacznika.

Tablica 7. Wplyw §wiatta widzialnego na st¢zenie
roztworow wzorcowych znacznika 1

2 1,63 0,82 0,45 0,32
1 0,82 0,55 0,40 0,28
0,5 0,30 0,28 0,25 0,23
0,2 0,28 0,23 0,19 0,19

Tablica 8. Wptyw §wiatta widzialnego na fluorescencje
roztworow wzorcowych znacznika 1

1 326 230 132 72 44
0,5 78 51 42 33 27
0,2 28 44 21 14 11
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
Stezenie [ppm]

W Stabilnosé po 1 tygodniu

@ Stabilnos¢ po 3 tygodniach

# Start badan stabilnosci
A Stabilnos¢ po 2 tygodniach
m Stabilnos¢ po 4 tygodniach

Rys. 6. Wplyw $wiatta widzialnego na przebieg
krzywej kalibracyjnej dla znacznika 1
w zakresie stezen 0,2+2 ppm

Dla roztworow znacznika 2 zaobserwowano nieznaczny
wplyw $wiatla widzialnego (podobnie w przypadku wply-
Wwu czasu) na zmiang stezen przechowywanych roztworow,
co $wiadczy o wysokiej stabilnosci badanego znacznika.

Yy =24,16x + 12,39
~  R?=0,905

Wptyw temperatury na stabilnos¢ roztworow

Testy sprawdzajace wptyw temperatury na stabilno$¢
roztwordw wzorcowych wykonywano w warunkach sta-
tycznych przez okres trzech tygodni. Badania laborato-
ryjne prowadzono na roztworze wzorcowym znacznika 1,
0 stezeniu wyj§ciowym ~2 ppm oraz na roztworze wzor-
cowym znacznika 2, o st¢zeniu poczatkowym ~20 ppm
w trzech roznych temperaturach: 60, 75 1 90°C.

Badania laboratoryjne wptywu temperatury na roztwory
wzorcowe znacznika 1 wykazaty zardbwno znaczng zmiane
(wzrost) stezenia wyjsciowego badanego roztworu (tabli-
ca 10 i rysunek 8), jak réwniez zmiang jego zabarwienia
(zwlaszcza w przypadku roztworu poddanego temperaturze
90°C). Intensywno$¢ roztwor6w wzrasta wraz ze wzrostem
temperatury.

Tablica 10. Wplyw temperatury na stabilno$¢
roztworu wzorcowego znacznika 1,
o0 stezeniu ~2 ppm

Stezenie wyj- | 5 35 2,35 2,35
Tablica 9. Wptyw $wiatta widzialnego na stabilno$é¢ Sciowe [ppm]
roztworow wzorcowych znacznika 2 Stezenie po 240 2.92 3.02
1 tyg. [ppm] ' ' '
Stezenie po 2.68 440 Powyzej
2 tyg. [ppm] zakresu
Stezenie po 283 Powyzej Powyzej
37,93 37,35 35,99 33,93 34,20 3 tyg. [ppm] ’ zakresu zakresu
24,96 24,54 23,83 21,88 22,56
10,63 10,08 9,49 9,31 9,59 5
45 /
45 E 4 /
2
40 / g 35 /
35 Er 3 = —R
E 30 //Y/=0.:72x+4,145 i 25 :r//
2 / R?=0,952
g > y=0,870x+ 3,675 ,
I R?=0,950
g 20 y = 0,844x + 3,41
£ R?=0,944 L5
e y =0,789x + 3,285 50 60 70 30 90 100
@ R = 0,959 Temperatura [°C]
& 10 ) 4 y=0,786x + 3,77 . Startl baq?ﬁ stabilnoéci' [ ] Stabilno%{: pol tygodn!u
R2=0.951 A Stabilnos¢ po 2 tygodniach e Stabilno$¢ po 3 tygodniach
5
0 ' ' ' ! Rys. 8. Wplyw temperatury na stabilnos$¢ roztworu
0 10 20 30 40 50 . . .
Stezenie [ppm] wzorcowego znacznika 1, o stezeniu ~2 ppm
# Start badan stabilnosci m Stabilnos¢ po 1 tygodniu
A Stabilnos¢ po 2 tygodniach @ Stabilnos¢ po 3 tygodniach
m Stahilnnéé nn 4 tuendniach
Roztwory wzorcowe znacznika 2 poddane dziataniu
Rys. 7. Wplyw $wiatta widzialnego na przebieg wysokich temperatur wykazaly znacznie wyzsza stabilno$¢
krzywej kalibracyjnej dla znacznika 2 niz roztwory wzorcowe znacznika 1. Nawet po okresie
w zakresie stgzef 10+40 ppm trzech tygodni stezenia roztwordw zmierzone przy uzyciu
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fluorymetru charakteryzowatly si¢ nieznacznymi réznicami
w stosunku do stezenia roztworu wyjsciowego.

Tablica 11. Wplyw temperatury na stabilnos$¢ roztworu
wzorcowego znacznika 2, o st¢zeniu ~20 ppm

Stezenie
wyjéciowe
[ppm]
Stezenie po
1 tyg. [ppm]
Stezenie po
2 tyg. [ppm]
Stezenie po
3 tyg. [ppm]

23,81 23,81 23,81

23,40 22,72 21,85

24,73 23,00 22,54

24,94 22,89 24,04

artykuty
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Temperatura [°C]
m Stabilnos¢ po 1 tygodniu

® Stabilnos¢ po 3 tygodniach

+ Start badan stabilnosci
A Stabilnos¢ po 2 tygodniach

Rys. 9. Wplyw temperatury na stabilno$¢ roztworu
wzorcowego znacznika 2, o stezeniu ~20 ppm

Podsumowanie

Znaczniki chemiczne nalezgce do grupy barwnikoéw
fluorescencyjnych charakteryzuja si¢ stosunkowo niska
toksyczno$cig i, co wazne, ich stgzenia mogg by¢ moni-
torowane przy uzyciu nieskomplikowanej aparatury ana-
litycznej. Jak wykazaty testy laboratoryjne, do tego typu
oznaczen doskonale nadaje si¢ fluorymetr filtrowy, po-
niewaz sygnat fluorescencyjny pochodzacy od obojetne-
go znacznika fluorescencyjnego jest skorelowany z jego
iloscig. To proste zar6wno w budowie, jak i w obstudze
urzadzenie pomiarowe bez problemoéw mozna rowniez
wykorzysta¢ w warunkach polowych.

W trakcie czterech tygodni badan dla roztwordéw znacz-
nika 1 1 2 zaobserwowano nieznaczny wptyw czasu (przy
ograniczonym dostepie $wiatta widzialnego) na zmia-
ne stezen przechowywanych roztwordéw, co $wiadczy
o wysokiej stabilno$ci badanych znacznikow. Zdecydo-
wanie mniejszg odpornos$cia charakteryzuja si¢ roztwory
znacznika 1, poddane bezposredniej ekspozycji na §wiatto
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