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Badanie stabilnosci barwnych znacznikow fluorescencyjnych w silnie
zasiarczonych wodach ztozowych

Study on the stability of colored fluorescent tracers in highly sulfated reservoir waters

Katarzyna Wojtowicz
Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy

STRESZCZENIE: W artykule zostaty przedstawione zagadnienia zwigzane z oznaczaniem barwnych znacznikow fluorescencyjnych,
takich jak fluoresceina, eozyna zottawa, rodamina B i uranina, w wodach ztozowych metoda spektrofotometryczna. W tym celu spraw-
dzono wptyw pH roztworu na widma absorpcji badanych znacznikow. Otrzymane wyniki wykazaly, ze fluoresceina, rodamina B i ura-
nina sg wrazliwe na zmiang odczynu roztworu, dlatego w dalszych badaniach wskazane jest stosowanie stabilnych roztwor6w znacz-
nikow oraz kontrola i ewentualna korekta pH. W ramach badan wykreslono krzywe kalibracyjne fluoresceiny, eozyny zottawej, roda-
miny B i uraniny w wodzie destylowanej, wodzie ztozowej A4 i silnie zasiarczonych wodach ztozowych AS i A6 oraz przeprowadzo-
no walidacje metody analitycznej. Walidacja ta obejmowala wyznaczenie liniowosci, odchylenia standardowego i wzglednego odchy-
lenia standardowego badanych znacznikow. Wysokie warto$ci wspotczynnikow regresji (0,9927-0,9998) analizowanych znacznikow
$wiadczg o dobrym dopasowaniu liniowym, natomiast niskie wartos$ci odchylenia standardowego i wzglgdnego odchylenia standardo-
wego — 0 powtarzalnosci i precyzji metody. Szczegdlng uwage zwrdcono na badania trwatoéci barwnych znacznikow fluorescencyjnych
w silnie zasiarczonych wodach ztozowych. W tym celu sporzadzono roztwory badanych znacznikéw o stezeniu 10 mg/dm’ w wodzie
destylowanej, wodzie ztozowej A4 i silnie zasiarczonych wodach ztozowych A5 i A6. Pomiar stezenia znacznikow w badanych wo-
dach wykonywano co 2 dni przez okres 1 miesiaca. Uzyskane wyniki badan wykazaty, ze roztwory fluoresceiny, eozyny zo6ltawej, ro-
daminy B i uraniny sg stabilne w wodzie destylowanej i wodzie ztozowej A4, natomiast w wodach ztozowych A5 i A6 ulegajg degra-
dacji. Najbardziej wrazliwe okazaty si¢ fluoresceina i jej pochodna uranina, ktore w wodzie ztozowej A6 ulegly catkowitej degradacji
po 20 (fluoresceina) i 22 (uranina) dniach. Nieznacznie bardziej trwate w silnie zasiarczonych wodach ztozowych okazaly si¢ eozyna
z6ltawa i rodamina B, ktére w wodzie ztozowej A6 ulegly catkowitej degradacji po 24 dniach.

Stowa kluczowe: znacznik, fluoresceina, eozyna Y, rodamina B, uranina

ABSTRACT: The article presents the issues related to the determination of colored fluorescent tracers such as fluorescein, eosin yel-
lowish, thodamine B and uranine in reservoir waters by spectrophotometric method. For this purpose, the influence of the pH of the
solution on the absorption spectra of the tested tracers was checked. Test results show that fluorescein, rhodamine B and uranine are
sensitive to changes in the buffer pH, therefore it is advisable to use stable tracer solutions as well as to control and possibly correct
pH in further tests. As part of the study, calibration curves of fluorescein, eosin yellowish, rhodamine B and uranine in distilled water,
reservoir water A4 and highly sulfated reservoir waters A5 and A6 were plotted and the analytical methods were validated. Analytical
validation included determination of linearity, standard deviation and relative standard deviation of the tested tracers solutions. High
values of the regression parameters (0.9927-0.9998) of the analyzed tracers prove a good linear fit, while low values of standard devia-
tion and relative standard deviation prove its repeatability and precision. Particular attention was paid to testing the stability of colored
fluorescent tracers in highly sulfated reservoir waters. For this purpose, solutions of the tested tracers were prepared at concentrations
of 10 mg/dm’ in distilled water, A4 reservoir water and highly sulfated A5 and A6 reservoir waters. Measurements of the tested tracers
in the prepared solutions were performed every 2 days over the period of 1 month. The test results show that fluorescein, eosin yellow-
ish, rhodamine B and uranine solutions are stable in the distilled water and A4 reservoir water, while they degrade in the AS and A6
reservoir waters. Fluorescein and uranine turned out to be the most sensitive, as they degraded completely in the A6 reservoir water
after 20 (fluorescein) and 22 (uranine) days. Yellowish eosin and rhodamine B turned out to be slightly more stable in highly sulfated
reservoir waters, as they degraded completely in the A6 reservoir water after 24 days.
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Wstep

Metody znacznikowe stanowig wazne narzedzie diagno-
styczne w przemysle naftowym i gazowniczym, pozwalajace
na monitorowanie droég migracji ptynéw ztozowych. Terminem
znaczniki (ang. tracers) okresla si¢ substancje chemiczne (pro-
ste lub ztozone) lub specjalnie oznaczone czgstki badanego ma-
teriatu, ktore mozna tatwo wykrywac (sledzi¢) w celu badania
procesdw chemicznych, fizycznych lub biologicznych
zachodzacych w roznych uktadach (Jaworski, 2005;
Kania i Matyasik, 2013).

W literaturze dostgpnych jest kilka metod klasyfikacji
substancji znacznikowych. Powszechnie stosuje si¢ po-
dziat znacznikéw na dwie podstawowe grupy: naturalne
(ang. natural tracers) i sztuczne (ang. artificial tracers)
(Chrysikopoulos, 1993). Zgodnie z definicjg znaczniki
naturalne to substancje wystepujace w danym srodowi-
sku, natomiast znaczniki sztuczne to substancje wypro-
dukowane przez cztowieka i wprowadzone przez nie-
go do badanego $rodowiska. W literaturze mozna spo-
tkaé si¢ rowniez z poj¢ciem znacznikéw srodowisko-
wych (ang. environmental tracers), do ktorych naleza
zaro6wno znaczniki naturalne, jak i znaczniki powstale
w wyniku dziatalnosci cztowieka. Znaczniki srodowi-
skowe sg tatwo wprowadzane do srodowiska i uczest-
niczg w naturalnym obiegu wody w przyrodzie (Doveri
1 Mussi, 2014; Elliot, 2014; Yeh et al., 2014). Zarowno
znaczniki naturalne, jak i sztuczne dzieli si¢ na dwie
kategorie: pasywne (ang. passive tracers) i aktywne ~RYs-1
(ang. partitioning tracers). Roznice pomiedzy znacz-
nikami pasywnymi a aktywnymi wynikaja z ich natury
chemicznej i ich wiasciwosci fizyczno-chemicznych. Znaczniki
pasywne charakteryzujg si¢ takimi samymi wtasciwosciami fi-
zyczno-chemicznymi jak ptyn, do ktorego sa dodawane (woda
ztozowa), nie ulegaja reakcjom chemicznym z badanym pty-
nem, wymianie jonowej oraz sorpcji na skale lub innych fazach
ztozowych (ropa naftowa). W warunkach rzeczywistych spet-
nienie wszystkich kryteriow charakteryzujacych znaczniki pa-
sywne jest praktycznie niemozliwe. Dlatego znaczniki pasyw-
ne sg uzyteczne jedynie w pracach laboratoryjnych lub w roz-
wazaniach teoretycznych majacych na celu poszukiwanie no-
wych znacznikdéw. W rzeczywistosci zazwyczaj mamy do czy-
nienia ze znacznikami aktywnymi, ktore w mniejszym lub wigk-
szym stopniu moga ulega¢ roznego rodzaju interakcjom (sorp-
cja, zjawisko podzialu, wymiana jonowa, reakcja chemiczna) ze
skatg lub ptynami ztozowymi. Dlatego okreslenie $ciezki prze-
ptywu wody ztozowej w ztozu, jak rdwniez szybkosci przepty-
Wwu moze stanowi¢ powazne wyzwanie w warunkach rzeczywi-
stych (Guan i Du, 2004; Shook et al., 2009; Asadi i Shook, 2010;
Huseby et al., 2010; Cao et al., 2020).

Radioaktywne

artykuty

W literaturze réwnie czgsto spotykany jest podzial znaczni-
kow na radioaktywne i chemiczne (Zemel, 1995; Such, 2010).
Znaczniki chemiczne stanowig najliczniejsza i najszerzej wy-
korzystywana grupe znacznikoOw w przemysle nafty i gazu.
Wyréznia si¢ trzy typy znacznikow chemicznych: alkohole,
sole oraz barwne znaczniki fluorescencyjne. Ogoélny podzial
znacznikow stosowanych w przemysle nafty i gazu przedsta-
wiono na diagramie (rys. 1).

ZNACZNIKI

Heksacyjanokobalt Barwniki
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Woda trytowa fluorescencyjne
Tiocyjanki | - | I
Chlorowce
Alkohole Metanol Fluoresceina
Etanol Rodanek amonu Rodamina B
Azotan amonu Eozyna
1-propanol
pa— Bromek sodu Roztwory
Bromek potasu riwanolu

Jodek sodu
Jodek potasu
Chlorek sodu

. Ogolny podzial znacznikdéw w przemysle naftowym (Such, 2010)
Fig. 1.

General classification of tracers in oil industry (Such, 2010)

Znaczniki w przemysle nafty i gazu zaczeto wykorzysty-
wac w latach 60. XX wieku, kiedy przeprowadzono pierwsze
testy miedzyotworowe z uzyciem substancji znacznikowych
z powodzeniem stosowanych w hydrologii. Najwigkszy rozwoj
metod znacznikowych nastgpit jednak w latach 90. XX wie-
ku wraz z silnym postgpem przemystu chemicznego (Zemel,
1995; Serres-Piole et al., 2012). W tamtym okresie znaczni-
ki zaczeto wykorzystywaé w badaniach obecnos$ci §ladow
wody w ztozu oraz do monitorowania migracji wod w zto-
zach. Obecnie metody znacznikowe stanowig niezastgpione
narzg¢dzie diagnostyczne stosowane w przemysle naftowym
i gazowniczym (Serres-Piole et al., 2012). Pomimo niskich
kosztéw procesu oraz matej pracochtonno$ci metody znacz-
nikowe pozwalaja na:

* zobrazowanie Sciezek przeplywu plynow w ztozu;

» okreslenie kierunkow i predkosci przeptywu mediow zlo-
zowych w ztozu;

e ujawnienie potgczen miedzy odwiertami (planowanych
oraz nieoczekiwanych);
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+ ustalenie rozktadu szczelin, uskokow i nieciaglosci w ztozu;
» stwierdzenie udziatlu ropy, gazu i wody w ztozu;
* oszacowanie resztkowego nasycenia ztoza ropg naftows.
gdzie:

I
A=log1—0-s-c-l
t

A — absorbancja,

Metodyka badawcza

(M

1, —natgzenie promieniowania padajacego na probke,

1, — nat¢zenie promieniowania przepuszczonego przez

Istota badania spektrofotometrycznego oparta jest na po- probke,

miarze absorpcji promieniowania przechodzacego przez ba- ¢
dang probke. Na skutek oddziatywania z analitem natezenie ¢
promieniowania przechodzacego przez probke ulega zmianie, [/

malejac wyktadniczo. Zgodnie z prawem Lamberta—Beera
zmiana nat¢zenia promieniowania zalezy od dtugo$ci dro-
gi optycznej, a intensywno$¢ promieniowania — od stg¢ze-
nia analitu. Dane zalezno$ci opisuje rownanie (1) (Méntele
i Deniz, 2017):

Tabela 1. Wtasciwosci fizyczno-chemiczne badanych znacznikéw fluorescencyjnych

Table 1. Physical and chemical properties of tested fluorescent tracers

— molowy wspolczynnik absorpc;ji,

— stezenie zwigzku analizowanego w probce,
— dhugos¢ drogi optyczne;.
Promieniowanie po przejsciu przez analizowang prob-
ke kierowane jest na detektor, gdzie zachodzi zmiana impul-
sow Swietlnych na sygnat elektryczny. Impuls elektryczny tra-
fia do komputera, gdzie obliczana jest absorbancja dla okre-
$lonej dtugosci fali promieniowania. Nastgpnie za pomoca

Wiasciwosé

. Fluoresceina EozynaY Rodamina B Uranina
fizyczno-chemiczna
Wzér sumaryczny C,,H,,0; C,,H¢Br,Na,O, C,H;N,0,C1 C,,H,(Na,O;
HO. O A0 - By o Br " N NaO O A0
NG ™1 s Prppll e NF
Wzor strukturalny Br 7N g g
I COOH O - O i l COONa
Masa czasteczkowa [g/mol] 332,31 691,86 479,02 376,28

pomaranczowy, czerwo-

pomaranczowoczerwony
ny lub czerwonobrazowy

Posta¢ i wyglad proszek

czerwonofioletowy lub
ciemnozielony proszek

pomarafnczowoczerwony
proszek

(Nishikiori et al., 2019) | (Nishikiorietal,, 2019)

proszek
Temperatura wrzenia [°C] 620,8 brak danych brak danych brak danych
Temperatura topnienia [°C] 314-316 295-296 210-211 <360
Gesto$é (20°C) [g/em’] 1,602 1,018 1,31 brak danych
i 202 . P
pKa[-] 6,43 3.8 (Wang et al., 2014) 6,5

(Gerke et al., 2013)

Rozpuszczalnos¢ w wodzie

(pH zasadowe)

(20°C) [g/dm’] 0,3 300 34 500
Rozpuszczalno$é w etanolu

(20°C) [g/d’] 20 10 15 140
Maksimum absorpcji [nm] 490 + 5 51645 55445 491+ 5
(pH zasadowe)

Maksimum emisji [nm] 520+5 53845 57645 51245

Szczegodlne zagrozenia substancja palna zwigzek rakotworczy

substancja palna

substancja palna

Kass W., 1998;
Hardy et al., 2016;
National Center for Bio-
technology Information,
2020b

Kiss W., 1998;
Hardy et al., 2016;
National Center for Bio-
technology Information,
2020a

Odniesienie literaturowe

Kiss W., 1998;
Hardy et al., 2016;
National Center for Bio-
technology Information,
2020c

Kiss W., 1998;
Hardy et al., 2016;
National Center for Bio-
technology Information,
2020d
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Rys. 2. Spektrofotometr Hach Lange DR 3900
Fig. 2. Spectrophotmeter Hach Lange 3900

krzywych wzorcowych obliczana jest ilo$¢ analitu w badane;j
probee (Méntele i Deniz, 2017).

W Zaktadzie Technologii Eksploatacji Ptynéw Ztozowych
INiG — PIB analizy barwnych znacznikéw fluorescencyjnych
wykonuje si¢ metodg spektrofotometryczng na wysokowydaj-
nym spektrofotometrze DR 3900 firmy Hach Lange w zakre-
sie $wiatta widzialnego od 340 nm do 900 nm (rys. 2).

Charakterystyka materiatu badawczego

W badaniach trwatosci barwnych znacznikow fluorescencyj-
nych w silnie zasiarczonych wodach ztozowych przetestowano

artykuty

cztery barwne znaczniki fluorescencyjne: fluoresceing (POCH,
nr kat. 427770118), uraning (Trotec, nr kat. 208-253-0), roda-
min¢ B (POCH, nr kat. 764140114) oraz eozyng z6ttawa (eozy-
na Y) (Chempur, nr kat. 243768301). Wytypowane znaczni-
ki majg zdolno$¢ selektywnej absorpcji $wiatta o okreslonej
dtugosci fali, co pozwala na oznaczanie ich w wodach z wy-
korzystaniem szybkich i prostych metod spektrofotometrycz-
nych. Wiasciwosci fizyczno-chemiczne badanych znacznikow
fluorescencyjnych przedstawiono w tabeli 1.

Dla kazdego z badanych znacznikéw sporzadzono roz-
twory w wodzie destylowanej, wodzie ztozowej A4 i dwdch
silnie zasiarczonych wodach ztozowych A5 1 A6, pobranych
ze z}6z ropy naftowej zlokalizowanych w zachodniej Polsce.
Sktad fizyczno-chemiczny wod ztozowych A4, A5 1 A6 przed-
stawiono w tabeli 2.

Wptyw pH na widma absorpcji znacznikéw
fluorescencyjnych

Przed przystapieniem do badan trwato$ci znacznikow flu-
orescencyjnych w wodach silnie zasiarczonych konieczna byta
ocena wptywu pH na widma absorpcji fluoresceiny, eozyny
z6ttawej, rodaminy B i uraniny. Odczyn rzeczywistych wod

Tabela 2. Sktad fizyczno-chemiczny wod ztozowych wykorzystanych w badaniach trwato$ci znacznikow

Table 2. Physical and chemical composition of reservoir waters used in testing the stability of tracers

Oznaczenia Jednostka Woda zlozowa A4 Woda zlozowa AS Woda zlozowa A6

pH - 5,4 5,5 5.9

Eh mV —341 —497 =518
Gestosc¢ (20°C) g/em’ 1,179 1,196 1,002
Sucha pozostato$¢ (105°C) 291 142 331344 9112
Sucha pozostatos¢ (180°C) 286 596 302932 8822
Substancje nierozpuszczone 153 494 2,0

Pozostatos¢ po prazeniu w 600°C 266 125 200 100 6818
Zawarto$¢ chlorkow C1° 163 070 180 795 4963
Zawarto$¢ siarczanéw SO,> 87 22,1 13,0
Zawarto$¢ siarczkow S*” n.s. 708,0 741,0
Zawarto$¢ weglanow CO;> n.s. n.s. n.s.

Zawarto$¢ wodoroweglanow HCO;~ 866 573 695

Zawarto$¢ wapnia Ca®* mg/dm’ 15230 21042 260,5
Zawarto$¢ magnezu Mg** 7 050 2431 48,6
Zawarto$¢ zelaza Fe,, 0,43 0,60 0,04
Zawarto$¢ manganu Mn*" 0,12 <0,1 <0,1
Zawarto$¢ miedzi Cu 0,064 0,3 0,2

Zawarto$¢ otowiu Pb 1,85 0,2 <0,1
Zawarto$¢ cynku Zn 8,54 0,3 <0,1
Zawarto$¢ niklu Ni 1,29 <0,1 <0,1
Zawarto$¢ kobaltu Co <0,1 <0,1 <0,1
Zawarto$¢ kadmu Cd <0,1 <0,1 <0,1

n.s. — nie stwierdzono
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ztozowych moze by¢ rozny i w trakcie trwania testu moze ule-
ga¢ zmianie, co jest wynikiem obecno$ci w ztozu substancji
utleniajgcych. W celu zbadania wptywu pH roztworu na wid-
ma absorpcji barwnych znacznikdéw fluorescencyjnych sporza-
dzono seri¢ roztwordw fluoresceiny, eozyny zottawej, rodami-
ny B oraz uraniny o stezeniu 10 mg/dm’ w roztworach bufo-
rowych o znanych wartoSciach pH wynoszacych 2; 4; 5,5; 7;
10 i 12. Widma absorpcji badanych znacznikow fluorescen-
cyjnych zamieszczono na rysunkach 3-6.

Jak powszechnie wiadomo, znaczniki fluorescencyjne moga
wystepowac w roztworze w réznych formach tautomerycznych:
kationowej, neutralnej, anionowej lub dianionu. Wykazano, ze
fluoresceina oraz jej pochodna uranina mogg przybiera¢ w roz-
tworze siedem form tautomerycznych: kationowg (FH;"), trzy
formy neutralne (L, Z, CH), dwie formy anionowe (KF, FF")
oraz forme dianionu (F*"). Konsekwencjg wystepowania wy-
zej wymienionych form tautomerycznych fluoresceiny i ura-
niny w roztworze jest silna zalezno$¢ barwy oraz fluorescen-
cji ich roztworow (a tym samym udziatu poszczegdlnych jej
form tautomerycznych w roztworze) od pH. Udowodniono,

e A
14 A
12 J/A\

.o,
g Il
£ os J)
2 5 /.
0,4
0,2 N\
0,0 + T T T T T
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Rys. 3. Zalezno$¢ widma absorpcji fluoresceiny od pH roztworu
(stezenie fluoresceiny w roztworze: 10 mg/dm®)

Fig. 3. The dependence of the absorption spectrum of fluorescein
on the pH of a solution (10 mg/dm® concentration of fluorescein in
the solution)
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Rys. 5. Zalezno$¢ widma absorpcji rodaminy B od pH roztworu
(stezenie rodaminy B w roztworze: 10 mg/dm?®)
Fig. 5. The dependence of the absorption spectrum of rhodamine B
on the pH of a solution (10 mg/dm’ concentration of rhodamine B
in the solution)
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ze roztwory fluoresceiny w Srodowisku kwasnym przybie-
rajg barwe z6tta (dominacja formy kationowej FH;"), nato-
miast w §rodowisku zasadowym — zielong (dominacja for-
my dianionu F*") (Jang et al., 2001; Niazi et al., 2008). Z ko-
lei rodamina B w roztworze moze przybieraé trzy formy tau-
tomeryczne: kationowa oraz dwie formy neutralne (jon oboj-
naczy (zwitterjon) — Z, lakton — L). Posta¢ jonu obojnacze-
go rodaminy B (Z) dominuje w réwnowadze w rozpuszczal-
nikach protycznych z forma laktonu (L), natomiast forma ka-
tionu wystepuje w roztworach kwasnych (Yamashita et al.,
1998; Birtalan et al., 2011).

7 przeprowadzonych badan wynika, ze najbardziej wrazli-
we na zmiany odczynu roztworu sg fluoresceina i jej pochodna
uranina. Maksima absorpcji fluoresceiny i uraniny w roztwo-
rze o pH = 2 obserwowane sg przy dhugosci fali A =437 nm
1 wraz ze wzrostem pH roztworu ulegajg przesunig¢ciu w kierun-
ku wiekszych dtugosci fali. Maksimum absorpcji fluoresceiny
ijej pochodnej w roztworach zasadowych obserwowane jest
przy dtugosci fali 4 =490 nm (Naurath at al., 2011; Weidner
et al., 2011). Ponadto w przypadku fluoresceiny i uraniny

1,2
pH=2
1,0 A —pH=4
//‘\ —pH=55
s 08 —pH=7 |
T // \ —pH=10
£ o6 —pH=12 ||
2 R
[e]
wv
2 04
Y — Al
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘
400 450 500 550 600 650

Dtugos¢ fali [nm]

Rys. 4. Zalezno$¢ widma absorpcji eozyny od pH roztworu (stgze-
nie eozyny w roztworze: 10 mg/dm?)

Fig. 4. The dependence of the absorption spectrum of eosin yel-
lowish on the pH of a solution (10 mg/dm’ concentration eosin
yellowish in the solution)
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Rys. 6. Zalezno$¢ widma absorpcji uraniny od pH roztworu (st¢ze-

nie uraniny w roztworze: 10 mg/dm®)

Fig. 6. The dependence of the absorption spectrum of uranine on

the pH of a solution (10 mg/dm® concentration of uranine in the
solution)



obserwuje si¢ zmian¢ barwy znacznika wraz ze zmiang pH
roztworu z z6ltej (odczyn kwasny) na zielong (odczyn zasa-
dowy). W przypadku fluoresceiny i uraniny wraz ze wzro-
stem pH roztworu wzrasta jego absorbancja i obserwuje si¢
tzw. przesuni¢cie batochromowe (Doughty, 2010; Slyusareva
1 Gerasimova, 2014).

Zdecydowanie mniejszy wptyw pH na widma absorpcji
stwierdzono w roztworach rodaminy B 1 eozyny zottawe;.
W przypadku tych znacznikow fluorescencyjnych nie zaob-
serwowano zmian przesuni¢cia maksimum absorpcji i w kaz-
dym roztworze wystepowato ono przy dlugosci fali A =553 nm
(rodamina B) i A =516 nm (eozyna z6ttawa). Ponadto dla ro-
daminy B zaobserwowano wptyw pH roztworu na intensyw-
nos¢ widma absorpcji. Najwyzsze wartosci absorbancji roz-
tworu rodaminy B zaobserwowano przy pH lekko kwasnym,
réwnym 4.

Na podstawie przeprowadzonych badan stabilnosci barw-
nych znacznikéw fluorescencyjnych w wodach o réznym pH
stwierdzono, ze odczyn roztworu znaczaco wptywa na widma
absorpcji fluoresceiny i1 uraniny. Ponadto zaobserwowano nie-
znaczny wptyw pH roztworu na intensywno$¢ widm absorpcji
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Rys. 7. Zestawienie krzywych kalibracyjnych fluoresceiny w ba-
danych wodach ztozowych przy statym pH =7

Fig. 7. Summary of fluorescein calibration curves in tested reser-
voir waters at constant pH =7
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Rys. 9. Zestawienie krzywych kalibracyjnych rodaminy B w bada-
nych wodach ztozowych

Fig. 9. Summary of rhodamine B calibration curves in tested
reservoir waters

artykuty

rodaminy B. Dlatego w przypadku stosowania barwnych znacz-
nikow fluorescencyjnych do badania migracji wod w ztozach
wskazane jest uzycie substancji stabilizujacych, np. EDTA, lub
buforowanych roztworéw znacznikow (Buzady et al., 2006).
Ponadto w przypadku wod ztozowych nalezy sprawdzi¢ od-
czyn roztworu przed analiza i w razie konieczno$ci przepro-
wadzic¢ jego korekte przez dodanie HCI lub NaOH. Pozwala to
na wyeliminowanie btedow jakosciowych i ilosciowych zwig-
zanych ze zmiang pH wody ztozowej w trakcie testu.

Kalibracja uktadu i walidacja metody analitycznej

Kalibracja polega na przedstawieniu zalezno$ci sygnatu ana-
litycznego od stezenia analitu 1 wykorzystaniu tej zalezno$ci do
okreslenia zawarto$ci analitu w probce. Do sporzadzenia krzy-
wych wzorcowych badanych znacznikow fluorescencyjnych
przygotowano seri¢ roztworéw wzorcowych fluoresceiny, eozy-
ny zottawej, rodaminy B i uraniny o stezeniach 0,1 mg/dm’,
0,25 mg/dm’, 1 mg/dm’, 5 mg/dm’, 10 mg/dm’, 20 mg/dm’
w wodzie destylowanej i wodach ztozowych A4, AS 1 A6.
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stezenie znacznika [mg/dm?3]
Rys . 8. Zestawienie krzywych kalibracyjnych eozyny zottawe;j
w badanych wodach ztozowych

Fig. 8. Summary of eosin yellowish calibration curves in tested
reservoir waters
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Rys. 10. Zestawienie krzywych kalibracyjnych uraniny w bada-
nych wodach ztozowych przy statym pH =7

Fig. 10. Summary of uranine calibration curves in tested reservoir
waters at constant pH =7
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Biorgc pod uwage wptyw pH na widmo absorpcji badanych
znacznikoéw fluorescencyjnych, konieczna byta korekta od-
czynu roztworoéw fluoresceiny i uraniny w badanych wodach
do pH =7, natomiast roztwory eozyny zottawej i rodaminy B
w badanym zakresie pH byly stabilne. Na podstawie otrzy-
manych wynikéw wykreslono krzywe kalibracyjne fluoresce-
iny, eozyny zo6ttawej, rodaminy B i uraniny w badanych wo-
dach (rys. 7-10).

Do opisu krzywych kalibracyjnych roztworéw barwnych
znacznikow fluorescencyjnych zastosowano wielomian I stop-
nia y = ax + b, ktéry wystarczajaco dobrze odwzorowywat za-
lezno$¢ absorbancji od stezenia analitu. Wspolczynniki regre-
sji zawieraty sie w przedziale od 0,9927 do 0,9998. Wysokie
wartos$ci wspotczynnikdw regresji analizowanych znacznikow
$wiadczg o dobrym dopasowaniu liniowym. Zestawienie krzy-
wych kalibracyjnych i wspolczynnikow regresji znacznikow
fluorescencyjnych zamieszczono w tabeli 3.

W celu sprawdzenia spektrofotometrycznej metody ozna-
czania barwnych znacznikéw fluorescencyjnych w wodach
— wykonano po 10 analiz dla roztworéw fluoresceiny, eozy-
ny z6ttawej, rodaminy B i uraniny w badanych wodach o stg-
zeniach 10 mg/dm’® i 1 mg/dm’. Przy oznaczaniu ilo§ciowym
znacznikéw brano pod uwage uprzednio sporzadzone krzy-
we kalibracyjne. Na podstawie uzyskanych wynikow obliczo-
no warto$ci odchylenia standardowego, wzglednego odchyle-
nia standardowego oraz sredniej wartosci stezen. Analizujac
otrzymane wyniki, mozna stwierdzié, ze opracowana meto-
da spektrofotometryczna charakteryzuje si¢ duza powtarzal-
no$cig oznaczen w badanych zakresach stgzen, czego dowo-
dem jest fakt, ze zaden z wynikéw nie odbiega o wigcej niz
trzykrotng warto$¢ odchylenia standardowego. Obliczone war-
tosci wzglednego odchylenia standardowego, ktore sg miarg
precyzji metody analitycznej, zawieraja si¢ w granicach od
0,594% do 3,801% w roztworach o st¢zeniu analitow wyno-
szacym 10 mg/dm’ oraz od 6,730% do 10,954% w roztworach

o stezeniu badanych znacznikéw wynoszacym 1 mg/dm’.
Zestawienie obliczonych parametréw walidacyjnych dla roz-
tworow badanych znacznikéw przedstawiono w tabeli 4.

Badanie trwatosci barwnych znacznikéw
fluorescencyjnych w silnie zasiarczonych wodach
ztozowych

Badania trwato$ci barwnych znacznikow fluorescencyjnych
w silnie zasiarczonych wodach ztozowych przeprowadzono na
roztworach fluoresceiny, eozyny zoéttawej, rodaminy B oraz ura-
niny o stezeniu 10 mg/dm’ w wodzie destylowanej, wodzie zto-
zowej A4 1 silnie zasiarczonych wodach zlozowych AS i A6.
W trakcie testu badane roztwory byly umieszczone w szczel-
nie zamknietych naczyniach o pojemnosci 25 dm® i pozbawione
dostepu Swiatla stonecznego. Co dwa dni pobierano probki roz-
twordw o objetosci 20 cm’ w celu oznaczenia stezenia znacznika
w roztworze. Przed przystapieniem do analizy ilosciowej kon-
trolowano pH kazdej z pobranych probek za pomoca pehametru
Elmetron CP-01. W przypadku probek roztwordéw fluoresceiny
i uraniny konieczna okazata si¢ korekta pH za pomoca 0,1-mo-
lowego roztworu NaOH. W probkach znacznikéw w wodach
wysokozmineralizowanych dodatek NaOH powodowat wytra-
canie si¢ osadu, ktory usuwano poprzez oczyszczanie na filtrze
strzykawkowym o §rednicy porow 0,25 pm. Zawarto$¢ znacz-
nikéw w roztworach badano na spektrofotometrze DR 3900 fir-
my Hach Lange. Pomiar st¢zenia badanych znacznikéw w roz-
tworach prowadzono przez 1 miesigc. Wyniki testow odporno-
$ci barwnych znacznikéw fluorescencyjnych w silnie zasiarczo-
nych wodach ztozowych przedstawiono na rysunkach 11-14.

Przeprowadzone badania odpornosci barwnych znaczni-
koéw fluorescencyjnych wykazaty, ze badane substancje znacz-
nikowe sg stabilne w wodzie destylowanej i wodzie ztozo-
wej A4, natomiast w silnie zasiarczonych wodach ztozowych

Tabela 3. Zestawienie krzywych kalibracyjnych oraz wspotczynnikoéw regresji badanych znacznikow fluorescencyjnych w wodzie de-
stylowanej, wodzie ztozowej A4 i silnie zasiarczonych wodach ztozowych A5 1 A6

Table 3. Summary of calibration curves and regression coefficients of the tested fluorescent tracers in the distilled water, A4 reservoir

water and highly sulfated A5 and A6 reservoir waters

Réwnanie krzywej kalibracyjnej znacznikéw w wodach
Skladnik
woda destylowana woda zlozowa A4 woda zlozowa AS woda zlozowa A6
Fluoresceina y=10,1689x + 0,0931 y=0,1412x + 0,0475 y=10,155x + 0,0852 y=0,1336x + 0,0702
R*=0,9927 R*>=10,9999 R*=0,995 R*=0,9997
Fozvna s6ttawa y=0,1x+0,0663 y=10,0657x + 0,085 y=10,0902x + 0,0727 y=10,0554x + 0,0923
Y R*=0,9997 R*=0,9997 R*=0,9996 R*>=10,9933
Rodamina B y=10,1638x+0,1016 y=0,1378x + 0,0377 y=10,1555x + 0,0646 y=0,1241x+0,0198
R*>=0,9988 R*>=0,9996 R>=10,999 R*=0,9997
Uranina y=20,0757x + 0,0388 y=10,0686x + 0,0154 y=10,0698x + 0,0326 y=10,0606x + 0,0322
R*=0,9985 R*=0,9999 R*=10,9975 R*=0,9998
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A6
10
9,989
0,103
1,036
0,996
0,109
10,954

A5
10
9,985
0,101
1,010
0,975
0,092
9,470

woda zlozowa

Uranina
A4
10
9,956
0,105
1,058
1,026
0,102
9,917

woda
destylowana
10
9,963
0,106
1,062
1,009
0,100
9,876

A6
10
9,973
0,116
1,164
1,022
0,086
8,392

A5
10
9,963
0,105
1,055
1,018
0,096
9,400

woda zlozowa

A4
10
9,983
0,100
1,002
0,986
0,089
9,010

Rodamina B

woda
destylowana
10
9,985
0,102
1,021
0,990
0,088
8,932

A6
10
9,990
0,118
1,182
0,967
0,089
9,192

A5
10
9,957
0,101
1,014
0,993
0,094
9,490

woda zlozowa

A4
10
9,920
0,104
1,050
1,068
0,099
9,300

Eozyna zéltawa

woda
destylowana
10
9,997
0,088
0,883
0,988
0,099
10,028

A6
10
9,950
0,082
0,823
1,030
0,092
8,888

A5
10
9,796
0,372
3,801
0,991
0,088
8,917

woda zlozowa

A4
10
9,989
0,060
0,596
0,985
0,070
7,123

Fluoresceina

woda
destylowana
10
9,964
0,059
0,594
1,006
0,068
6,730

Oznaczany
parametr

Stezenie [mg/dm®]
Wzgledne odchylenie
Odchylenie standar-
dowe (RSD)
Wzgledne odchylenie
standardowe [%]

Srednia [mg/dm’]
standardowe [%]
Stezenie [mg/dm’]

Odchylenie standar-
dowe (RSD)
Srednia [mg/dm’]

..

Tabela 4. Zestawienie parametrow walidacyjnych w roztworach barwnych znacznikéw fluorescencyjnych o stezeniach 10 mg/dm® i 1 mg/dm’

Table 4. List of validation parameters in the colored fluorescent tracers solutions at concentrations of 10 m/dm® and 1 mg/dm’

artykuty

A5 1 A6 ulegaja degradacji. Najbardziej wrazliwe okaza-
1y si¢ fluoresceina i jej pochodna uranina, ktére w wodzie
ztozowej A6 ulegly catkowitej degradacji po 20 (fluore-
sceina) 1 22 (uranina) dniach. Nieznacznie bardziej trwa-
e w silnie zasiarczonych wodach ztozowych byly eozyna
z6ltawa i rodamina B, ktére w wodzie ztozowej A6 ule-
gly catkowitej degradacji po 24 dniach. Ponadto na pod-
stawie uzyskanych wynikow badan stwierdzono, ze de-
gradacja barwnych znacznikéw fluorescencyjnych w sil-
nie zasiarczonych wodach ztozowych najbardziej inten-
sywnie zachodzi w pierwszych dniach prowadzenia testu.
Stopnie degradacji fluoresceiny, eozyny zottawej, rodami-
ny i uraniny po tygodniu wynosity odpowiednio: 48,08%,
28,63%, 26,98% 1 43,35% w wodzie ztozowej AS oraz
62,92%, 37,24%, 67,75% 1 52,59% w wodzie zlozowej A6.
Po dwoch tygodniach stopnie degradacji fluoresceiny wy-
nosity 80,65% (woda A5) i 96,47% (woda A6), a uraniny
75,91% (woda AS) 1 84,21% (woda A6). Stezenie eozyny
z6ltawej po dwoch tygodniach testu zmalato z 10 mg/dm’®
do 4,54 £ 0,45 mg/dm’ w wodzie ztozowej A5 i do 3,93 +
0,39 mg/dm*® w wodzie ztozowej A6. Rodamina B po 2
tygodniach ulegta degradacji w 48,85% w wodzie zlozo-
wej AS 1w 88,70% w wodzie ztozowej A6. Po miesigcu
prowadzenia procesu zawarto$¢ badanych znacznikow flu-
orescencyjnych w roztworach spadta ponizej 0,1 mg/dm’.
Wyjatek stanowita eozyna zottawa, ktorej stgzenie w wo-
dzie ztozowej A5 po miesigcu wynosito 0,74 + 0,09 mg/dm’.

Biorac pod uwage wyniki testow stabilnosci fluoresce-
iny, eozyny zottawej, rodaminy B i uraniny w silnie za-
siarczonych wodach ztozowych, stwierdzono, ze barwne
znaczniki fluorescencyjne nie sg trwate w wodach ztozo-
wych o wysokiej zawartosci siarkowodoru. Porownujac
wyniki testow stabilnosci roztworéw barwnych znaczni-
koéw fluorescencyjnych w wodzie destylowanej i wysoko-
zmineralizowanej wodzie ztozowej A4 z roztworami tych
znacznikow w silnie zasiarczonych wodach ztozowych A5
1 A6, nasuwa si¢ wniosek, ze siarkowodor i inne zwigz-
ki siarki moga mie¢ degradacyjny wptyw na roztwory
fluoresceiny, eozyny zéttawej, rodaminy B oraz uraniny.

Podsumowanie

1. Terminem znaczniki (ang. tracers) okresla si¢ substan-
cje chemiczne, ktére mozna fatwo oznacza¢ w celu ba-
dania procesow chemicznych, fizycznych lub biologicz-
nych zachodzacych w r6znych uktadach. Substancje
znacznikowe moga poméc w przedstawieniu charak-
terystyki badanego ztoza, zobrazowaniu $ciezek prze-
ptywu plynéw w ztozu, ujawnieniu polaczen migdzy
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Rys. 11. Badania stabilnosci fluoresceiny w badanych roztworach

Fig. 11. Testing of the stability of fluorescein in tested solutions
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Rys. 13. Badania stabilno$ci rodaminy B w badanych roztworach

Fig. 13. Testing of the stability of rhodamine B in tested solutions

odwiertami (planowanych oraz nieoczekiwanych), stwier-
dzeniu udziatu ropy, gazu i wody w ztozu, jak rowniez okre-
$leniu pozostatego nasycenia ztoza ropa.

2. Przeprowadzone badania wykazaty, ze barwne znaczni-
ki fluorescencyjne sa wrazliwe na zmian¢ pH roztworu,
w zwigzku z czym w badaniach nalezy stosowa¢ buforo-
wane lub stabilizowane (poprzez dodatek substanc;ji stabi-
lizujacych, np. EDTA) roztwory tych znacznikoéw. Ponadto
w przypadku wod ztozowych nalezy sprawdzi¢ odczyn roz-
tworu przed analizg i w razie konieczno$ci przeprowadzié
jego korekte przez dodanie HCI lub NaOH, co pozwoli na
wyeliminowanie btedow jako$ciowych i iloSciowych zwig-
zanych ze zmiang pH wody ztozowej w trakcie testu.

3. Opracowana metodyka oznaczania barwnych znacznikow
fluorescencyjnych w wodach z wykorzystaniem spektro-
fotometru DR 3900 firmy Hach Lange pozwala na ozna-
czenie badanych znacznikéw fluorescencyjnych w zakre-
sie stezen od 0,1 mg/dm® do 10 mg/dm”.

4. Przeprowadzona walidacja metody analitycznej potwierdza
wysoka doktadnos¢ i powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow.

5. Badania trwatosci substancji znacznikowych wykazaly, ze
fluoresceina, eozyna zottawa, rodamina B i uranina ulega-
ja degradacji w wodach silnie zasiarczonych. Po 30 dniach
testu zawarto$¢ badanych znacznikow fluorescencyjnych
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Rys. 12. Badania stabilno$ci eozyny zottawej w badanych roztworach
Fig. 12. Testing of the stability of eosin yellowish in tested solutions

10 ,[I i 3 I b T T Ed I £d T £ =
?L .............. § ....... E ....... T ....... i. ...... ¥ ............ ! ....... ! ....... ! ....... ! ....... ! ....... ! .......

I
o I b é """" § 8
t 4 LS X
g . g
g 2 B P Y

0 .. ..... "

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Czas [dzien]

--®--woda ztozowa A4
Woda ztozowa A6

--@-- woda destylowana
---®-- woda ztozowa A5

Rys. 14. Badania stabilnosci uraniny w badanych roztworach
Fig. 14. Testing of the stability of uranine in tested solutions

w wodzie ztozowej A5 1 A6 spadta ponizej granicy ozna-
czalnoéci (<0,1 mg/dm®).

Artykutl powstal na podstawie pracy statutowej pt. Badania la-
boratoryjne mozliwosci stosowania substancji znacznikowych
do monitorowania migracji wod w ztozu — praca INiG — PIB na
zlecenie MNiSW, nr zlecenia: 0066/KE/2020, nr archiwalny:
DK-4100-0054/2020.
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