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Spekirometria masowa i analiza izotopowa biomarkerow frakcji nasycone;

Mass spectrometry and isotopes analysis of the saturated fraction biomarkers

Wojciech Bielen, Marek Janiga
Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy

STRESZCZENIE: Analiza GC-IRMS poszerza i potwierdza (lub nie) interpretacj¢ oparta na wynikach z analiz GC-MS. Przyktadowo
jest bardzo przydatna w okreslaniu srodowiska sedymentacji materii organicznej. Analiza GC-MS biomarkerow i oparte na niej wy-
niki sg wiarygodne, ale dopiero badania GC-IRMS mogg je potwierdzi¢. W niniejszej pracy probowano poprzez analizy izotopo-
we potwierdzi¢ pochodzenie: BNH (28,30-bisnorhopanu) od bakterii chemoautotroficznych, a takze wyzszych karotenoidow i ich
pochodnych od bakterii Chlorobiaceae czy Chromatiaceae. Przeprowadzono badania biomarkeréw na aparacie GC-IRMS oraz
EA-IRMS. Otrzymane chromatogramy z analiz IRMS poréwnywano z archiwalnymi analizami GC-MS dla tych samych probek w celu
identyfikacji poszczegdlnych zwigzkow chemicznych. Oprocz dotychczasowej metodyki przygotowania probek do analiz zastosowa-
no tez niestandardowa metode polegajaca na rozdziale n-alkanow od weglowodoréw rozgatezionych. Oznaczono na GC-IRMS powta-
rzalno$¢ metody oraz warto$ci §"*C wybranych biomarkeréw z frakcji nasyconej. Stwierdzono, ze probki z matg zawarto$cig biomar-
kerow nie nadajg si¢ do analiz. Z drugiej strony zbyt duze stezenie analitu podanego na chromatograf gazowy powoduje wzrost linii
bazowej i gorszy rozdziat pikéw, co réwniez stanowi problem. Wstepnie oznaczono wartosci 8'*C dla biomarkeréw frakcji nasyconej
z grupy hopanéw: bisnorhopanu (BNH), oleananu, C,, norhopanu, C;, hopanu, moretanu i serii C,,—C;5 homohopanéw oraz dla suro-
wych rop naftowych. Stwierdzono wzglednie niewielkie réznice w warto$ci 8"°C pomiedzy BNH a hopanami i BNH a surowymi ropa-
mi, co sugeruje najprawdopodobniej to samo zroédto pochodzenia wszystkich biomarkerow (w tym BNH). Probowano rowniez ozna-
cza¢ biomarkery we frakcji aromatycznej metodg GC-IRMS, co jednak si¢ nie udato. Chcac w przysztosci przeprowadzac takie ozna-
czenia, nalezy najprawdopodobniej zastosowac specjalng metodyke przygotowania probek frakeji aromatycznej.

Stowa kluczowe: spektrometria masowa, analiza izotopowa, biomarkery, hopany, srodowisko sedymentacji materii organiczne;j.

ABSTRACT: GC-IRMS analysis extends and confirms (or not) the interpretation based on the results of GC-MS analyses. For exam-
ple, it is very useful in determining the sedimentation environment of organic matter. GC-MS analysis of biomarkers and the results
are reliable, but only GC-IRMS studies can confirm it. In this study, the origin of BNH (28,30-bisnorhopane from chemoautotrophic
bacteria) and origin of higher carotenoids and their derivatives from Chlorobiaceae or Chromotiaceae bacteria were confirmed
through isotopic analyzes. Biomarkers were analyzed using the GC-IRMS and EA-IRMS apparatus. The obtained chromatograms
from the IRMS analyses were compared with the archival GC-MS analyses for the same samples in order to identify individual
chemical compounds. In addition to the existing methodology of sample preparation for analyses, a non-standard method was also
used, consisting in the separation of n-alkanes from branched hydrocarbons. The repeatability of the method was determined on the
GC-IRMS and the values of 3"°C for selected biomarkers from the saturated fraction were determined. It was found that samples with
low biomarker content are not suitable for analysis. On the other hand, too high concentration of the analyte causes an increase of the
chromatogram baseline and worse separation of the peaks, which is also a problem. For the crude oils the §"°C values were initially
determined for the biomarkers of the saturated fraction from the hopanes group: bisnorhopane (BNH), oleanane, C,, norhopane, Cs,
hopane, moretane and the C;,-C;5 homohopane series. Relatively small differences in §"°C values were found between BNH/hopanes
and BNH/crude oils, which suggests the same source of origin for all biomarkers (including BNH). Determining biomarkers in the
aromatic fraction using the GC-IRMS method was not successful. In the future, a special methodology for preparing samples for
carbon isotopic analyses of aromatic fraction will be required.
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Temat zwigzany z oznaczaniem biomarkerow nasyconych
1 aromatycznych, w tym wyzszych karotenoidow, w celu okre-
$lania glownie warunkow sedymentacji, ale tez m.in. genety-
ki czy stopnia dojrzatosci termicznej materii organiczne;j, jest
zglebiany w Zaktadzie Geologii i Geochemii w INiG — PIB od
kilku lat w ramach prac statutowych czy w projekcie INGA.
W tym celu stosowany zakres badan jest rozbudowywany o ko-
lejne badania geochemiczne (GC-MS — chromatografia gazo-
wa sprzezona ze spektrometrig masowa, GC-IRMS — chroma-
tografia gazowa sprzezona z izotopowa spektrometrig maso-
wa, EA-IRMS — analiza elementarna sprz¢zona z izotopowa
spektrometrig masowg) oraz sedymentologiczne.

Wprowadzenie teoretyczne

Biomarkery

Typ biomarkeréw wystepujacych w ropach naftowych czy
ekstraktach bitumicznych otrzymanych ze skat charaktery-
zuje 1 przybliza warunki paleosrodowiska (Matyasik, 2011).
Substancja autochtoniczna zazwyczaj jest zrodlem informacji na
temat warunkow panujacych w otaczajacych wodach, natomiast
substancja allochtoniczna charakteryzuje najblizsze zrédto po-
chodzenia materii organicznej i typ wod transportujacych ma-
terial organiczny (Murray et al., 1997; Obermajer et al., 2000).

Bisnorhopan i aromatyczne 100
karotenoidy 9

Bisnorhopany to grupa hopanow zubozatych
o0 cze$¢ grup metylowych (rys. 11 3). 28,30-bi-
snorhopan wystepuje w postaci trzech epime- 75
row: 17a, 18a, 218 (H); 178, 18a, 21a (H) 7
1 17B, 18a, 21 (H). Podczas analizy nastepu-
je koelucja tych epimerow (Moldowan et al.,
1984) (rys. 2).
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zwigzany” weglowodor). W zwigzku z tym
wraz ze wzrostem stopnia dojrzatosci termicz- *
nej ropy naftowej st¢zenie 28,30-bisnorhopa- "
nu spada. Wysokie st¢zenie BNH jest charak- 10

terystyczne dla materii organicznej deponowa-

artykuty

zawartos¢ bisnorhopanu wraz ze spadkiem zawarto$ci siarki
organicznej, co $wiadczy o tym, Ze potencjalna dojrzatos¢ ter-
miczna jest czynnikiem wptywajacym na zawarto$¢ bisnorho-
panu (Mackenzie i Maxwell, 1983). Inni (Hughes et al., 1985)
wskazywali jednak na przeciwny trend, polegajacy na tym, ze
wzgledna zawarto$¢ bisnorhopanu wzrastala wraz ze spad-
kiem zawarto$ci siarki, sugerujac, ze jego st¢zenia sg praw-
dopodobnie bardziej kontrolowane przez obecnos¢ siarki niz
przez dojrzato$¢ termiczna.

Analiza izotopowa jest uzyteczna do okreslania, czy
28,30-bisnorhopan pochodzi od bakterii chemoautotroficz-
nych (Schoell et al., 1992). Potwierdzenie bakteryjnego pocho-
dzenia BNH uszczegoétawia okre$lanie srodowiska sedymen-
tacji materii organicznej w stosunku do samego stwierdzenia
obecnosci BNH przy uzyciu GC-MS (Matyasik i1 Bielen, 2013).

Warto$ci 8"°C izomeréw bisnorhopanu dla niedojrzatych rop
naftowych sg nizsze o 8-9%o niz dla surowej ropy i 0 6—8%o nizsze
niz dla hopanow. Takie wyniki sugeruja, ze prekursor bisnorhopa-
nu zajmowat specyficzng i inng nisz¢ ekologiczna w poréwnaniu

Rys. 1. Wzo6r strukturalny
28,30-bisnorhopanu

Fig. 1. Structural formula of
28,30-bisnorhopane

BNH

Cso

nej w warunkach anoksycznych (niskie warto- o e

$ci wskaznika Pr/Ph). Wskaznik bisnorhopan/
C,, hopan jest uzyteczny przy porownywaniu
probek o podobnym stopniu dojrzatoscei ter-
micznej materii organicznej (Garner, 2019).
Zaobserwowano rowniez zmniejszajaca si¢

A A
Czas retencji [minuty]

Rys. 2. Sktad hopanow (m/z 191) we frakcji nasyconej ekstraktu bitumicznego —
probka Krosno-8; BNH — 17a 21B(H)-28,30-bisnorhopan, C,, — hopan, C;,(S) —
homohopan, C;;(R) — homohopan

Fig. 2. Composition of hopanes (m /z 191) in the saturated fraction of bituminous
extract — Krosno-8 sample
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Rozdziatl n-alkanow od weglo-
wodorow rozgaltezionych i cy-
klicznych zawartych we frakcji
nasyconej

Ponizsza metodyka zostata opra-
cowana na podstawie literatury do-
tyczacej rozdziatu n-alkanéw od roz-
galezionych weglowodorow nasyco-
nych (Flanigen et al., 1978; Hoering
i Freeman, 1984; West et al., 1990;
Hird et al., 1992; Koster et al., 1998;
Bielen i Matyasik, 2014) oraz kon-
sultacjach (M. Rospondek). Proces
rozdzielania n-alkanow od alkanow
rozgat¢zionych prowadzono w ko-
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Rys. 3. Spektrogram przedstawiajacy widmo masowe 17a 21B(H)-28,30-bisnorhopanu

(m/z macierzysty 384, m/z potomny 191) — probka Krosno-8

Fig. 3. Spectrogram showing the mass spectrum of 17a 21 (H)-28,3
m/z = 384, daughter m/z = 191) — Krosno-8 sample

z organizmami syntetyzujgcymi hopany. Zubozenie 8"°C w bi-
snorhopanie wymaga biosyntezy przez organizm, ktory wyko-
rzystuje substraty zubozone w §"°C, a mianowicie bakterie che-
moautotroficzne (nitryfikacyjne i/lub utleniajace siarke) (Peters
etal., 2005; Garner, 2019). Obecno$¢ BNH w ropach naftowych
wskazuje na anoksyczne i ubogie w mineraty ilaste warunki de-
pozycji skaty macierzystej, mimo to brak BNH nie wyklucza se-
dymentacji w takich warunkach (Peters et al., 2005).

W podobny sposob mozna wykorzystywac badania izotopo-
we frakcji aromatycznej. Aromatyczne zwigzki karotenoidowe
iich pochodne, takie jak arylowe izoprenoidy, uszczegdtawia-
ja warunki srodowiska sedymentacji materii organicznej (m.in.
obecnos¢ anoksji w strefie fotycznej, wody euksyniczne, glebo-
kos¢ chemokliny w kolumnie wody itp. (Drozd i Bielen, 2020)).
Same badania GC-MS jednak nie daja wystarczajacych podstaw
do wyciaggania wnioskow ze wzgledu na brak mozliwosci po-
twierdzenia bakteryjnego pochodzenia arylowych izoprenoidow.
Wyniki badan izotopowych sg bardzo pomocne w tej kwestii.
Arylowe izoprenoidy sa wzbogacone w izotop *C w stosunku
do catej frakcji nasyconej (Holman i Grice, 2018).

Metodyka badan

Przygotowanie probek (ekstrakcja bituminéw ESO, rozdzial
grupowy SARA) i analiz¢ geochemiczng GC-MS biomarke-
row przeprowadzono wedtug metodyki opisywanej w pracach
Bielenia (2019) i Wencel (2020).
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PR lumnach szklanych o pojemnosci

. - 15-20 ml z wykorzystaniem adsor-
bentu w postaci sit molekularnych
UOP ABS DEO PWD 3000 ($redni-
0-bisnorhopane (parent  ¢ca poréw ponizej 6A). Adsorbent byt
uprzednio wygrzewany przez 6 go-
dzin w temperaturze 250°C. Najpierw
na dnie kolumny umieszczano niewielkg ilo$¢ waty szklanej
uformowanej w ksztatt kulki w celu uniemozliwienia wydo-
stania si¢ adsorbentu z kolumny podczas rozdziatu. Nastepnie
umieszczano adsorbent do wysokosci 4/5 pipety 1 delikatnie
(palcami lub dtugopisem) uderzano pipete, tak aby lepiej upa-
kowa¢ adsorbent. Kolumn¢ wypetniong adsorbentem przemy-
wano kilkoma niewielkimi porcjami cykloheksanu (3 x 3 ml),
tak aby nie dopusci¢ do jej wyschnig¢cia. Zmierzone martwe
objetosci kolumn wynosity okoto 3 ml. Na tak przygotowang
kolumne podawano roztwor 1 ml probki rozpuszczonej w cy-
kloheksanie o stgzeniu 30 mg/ml, a nastepnie kilka niewiel-
kich porcji cykloheksanu (kazda po 5 ml). Eluat zbierano do
uprzednio zwazonego naczynka wagowego.

Analiza IR/MS

Wyniki oznaczen sktadu izotopowego wegla wyraza sig jako:

§13C = [(PC/C s — PC/Cop)/(*C/*Copg )] % 1000%o

probka

Warto$cig odniesienia (PDB, ang. Pee Dee Belemnite) jest
sktad izotopowy wegla w weglanie wapnia rostrum Belemnitella
americana z formacji Peedee w Poludniowej Karolinie (USA).
Wyniki analiz to r6znice pomiedzy sktadem izotopowym prob-
ki a sktadem izotopowym PDB wyrazone w promilach (Hoefs,
2004; Sharp, 2007; Groot, 2009).

Do oznaczen sktadu izotopowego pierwiastkdw posiada-
jacych trwate izotopy (wegiel, azot, tlen, wodor i siarka) wy-
korzystuje si¢ spektrometry masowe (IRMS, ang. isotope ra-
tio mass spectrometer). Laboratorium Geochemii Nafty 1 Gazu



posiada spektrometr masowy Delta V Advantage firmy Thermo
Scientific. Ze wzgledu na wysoka czuto$¢ oraz brak mozliwo-
$ci podawania bezwzglednego wyniku kazde oznaczenie skta-
da si¢ z badania probki oraz gazu referencyjnego, ktérego sktad
izotopowy jest okreslany przy uzyciu certyfikowanych wzor-
cOw. Probka musi trafi¢ na spektrometr w postaci gazowe;j.
Z tego wzgledu ulega spaleniu w analizatorze elementarnym
(Flash 2000) lub urzadzeniu GC Isolink polaczonym z chro-
matografem Trace GC Ultra. Przeptywy z analizatora, chro-
matografu oraz gazow referencyjnych zbierane s3 w ConFlo,
urzadzeniu pozwalajacym ,,zarzadza¢” strumieniami gazow
trafiajgcymi do spektrometru. Do oznaczen sktadu izotopo-
wego wegla probka musi by¢ w postaci ditlenku wegla, dla
wodoru — w postaci H,, dla tlenu — w postaci CO, a dla azo-
tu—w postaci N,. Te rodzaje gazow sg referencyjne dla odpo-
wiednich oznaczen. Chromatograf na jednym z dozownikow
posiada dotaczony pirolizer Pyroprobe 6150 (CDS Analytical).

Probki ulegaja rozdziatowi na chromatografie Trace GC
Ultra przy uzyciu kolumny kapilarnej TR-5MS o dtugosci
30 mi $rednicy 0,25 mm (Thermo Fischer Scientific). Program
temperaturowy rozpoczyna si¢ w 60°C (utrzymywanych przez
1 min). Pdzniej nastgpuje narost (4°C/min) temperatury do
310°C (utrzymywanych przez 18 min). Temperatura dozow-
nika wynosi 240°C. Kolejne rozdzielone sktadniki gazu opusz-
czajace kolumng sg spalane/pirolizowane do CO,, H,, N,,
CO 1 H,O w reaktorach urzadzenia GC IsoLink (temperatura
1000°C 1 1400°C). W celu wyeliminowania wilgoci produkty
spalania wraz z gazem no$nym przeplywaja przez rurke nafio-
nows, a nastgpnie trafiajg do Conflo IV (ang. open split) i na
IRMS Delta V Advantage.

Specyfika oznaczen IRMS nie pozwala na tworzenie wielo-
punktowych krzywych kalibracyjnych. Kalibracja jednopunk-
towa jest wykonywana dla danej serii oznaczen przy wyko-
rzystaniu wzorca o podobnej matrycy oraz o zblizonym skta-
dzie izotopowym do tego, jakiego spodziewamy si¢ w prob-
kach. W zwiazku z tym do wykonania kalibracji uzyto wzor-
ca Alphagas isotope — CO,. Certyfikowany wzorzec gazowy
zostal zakupiony w firmie AirLiquide Polska. Wzorzec zo-
stat sporzadzony w akredytowanym laboratorium AirLiquide
Deutschland GmbH w Dusseldorfie. Kalibracja byta wyko-
nywana poprzez nastrzyk gazu do dozownika chromatogra-
fu. Kalibracja zostata przeprowadzona poprzez szesciokrotna
analize wzorca Alphagas isotope — CO, (8"°C = —36,2%o vs.
PDB; SD = 0,2%o).

Probki stale sa spalane w analizatorze elementarnym Flash
2000 w jednym z dwodch reaktoréw (osobny do oznaczen we-
gla i azotu oraz wodoru i tlenu), a nastepnie trafiaja na ko-
lumng rozdzielajaca produkty spalania/pirolizy (CO, CO,,
N, 10,) i ConFlo IV (aparat taczacy urzadzenia peryferyjne,
gazy referencyjne i spektrometr). Analiza typu BSIA (ang. bulk

artykuty

stable isotope analysis) pozwala poznac¢ sktad izotopowy ca-
lej probki. Do analiz wegla 1 azotu wykorzystywany jest re-
aktor oksydacyjno-redukcyjny, na ktorego wypekienie skta-
daja si¢ tlenek chromu, zredukowana miedz i srebrzony ko-
balt. Do analiz tlenu i wodoru wykorzystywany jest reaktor
pirolityczny wypehiony weglem szklistym (nazwa handlowa
Glassy Carbon). Wzorzec uzywany do kalibracji to NBS-22
(IAEA). Jest to olej o wartosci 8"°C = —30,031%o vs. PDB;
SD = 0,043%o (Silverman, 1964).

Wyniki

Do badan pod katem biomarkeréw na aparacie GC-IRMS
i/lub EA-IRMS wybrano 16 probek rop naftowych i ekstraktow
bitumicznych. W czgsci probek analizowano zaréwno frakcje
nasycong, jak i aromatyczng, natomiast w czgs$ci tylko nasy-
cong lub tylko aromatyczng. Poza tym frakcje nasycong pod-
dano rozdziatowi na weglowodory rozgatezione oraz n-alkany
i na tych pierwszych wykonano analiz¢ GC-IRMS. Analiza
weglowodoréw rozgatezionych zostata przeprowadzona tyl-
ko w przypadku dwoch probek (Lodyna-90k i Osobnica-25),
poniewaz w pozostatych przypadkach ilosci otrzymane;j frakcji
byly zbyt mate do jej wykonania. Poza tym poddano analizie
izotopowej EA-IRMS cztery probki surowych rop naftowych.
Otrzymane chromatogramy z analiz GC-IRMS poréwnywa-
no z archiwalnymi analizami GC-MS (przyktadowy chroma-
togram na rysunku 4) tych samych proébek w celach identyfi-
kacji poszczegdlnych zwigzkow chemicznych.

Ponizej wymienione probki zostaly poddane badaniom:
» ckstrakty bitumiczne — powierzchniowe: Dukla-2D,

Tylawa-11, Tylawa-12;

» ekstrakty bitumiczne: Krosno-2, Krosno-3, Krosno-8,

Menility-3, Menility-6, Menility-14;

* ropy naftowe: Sekowa, Stara Wie$, Draganowa-2, Lodyna-
90k, Osobnica-25, Weglowka-261, August-64.

Na rysunkach 5—6 przedstawiono chromatogramy (otrzy-
mane z analiz na GC-MS) catej frakcji nasyconej oraz frak-
¢ji nasyconej po oddzieleniu od niej n-alkanéw dla tych sa-
mych dwoéch przyktadowych probek. Po rozdziale biomarke-
ry sg duzo bardziej wyeksponowane (rys. 5). Ma to zwlasz-
cza znaczenie w probkach o wysokim stopniu dojrzatosci ter-
micznej, poniewaz w tego typu probkach biomarkery wyste-
puja we wzglednie matych ilosciach.

W celu rozpoznania podstawowych weglowodorow i okre-
$lenia powtarzalno$ci wynikow ich oznaczen wykorzystano
wzorzec FID test mix. Nie jest to wzorzec sktadu izotopowego
i nie byt uzywany do kalibracji. W tabeli 1 przytoczono wyni-
ki trzech analiz oraz policzone warto$ci odchylenia standardo-
wego 1 wzglednego odchylenia standardowego.
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Intensywno$¢ wzgledna
Oleanan

iloscig zwigzkoéw wystepujacych w probee, ktore nie
rozdzielajg si¢ wystarczajaco, aby po spaleniu w re-
aktorze urzadzenia IsoLink stworzy¢ pik. W takim
przypadku CO, bedacy produktem ich spalania two-
rzy stale tto, ktore podnosi lini¢ bazows.

Wykonano rowniez analizy frakcji nasyconej
rozdzielonej na n-alkany i weglowodory rozgate-
zione dla probek rop naftowych Lodyna-90k oraz
Osobnica-25. Analiza frakcji nasyconej — weglo-
wodorow rozgatezionych pozwolita uzyskac sktad
izotopowy dla pristanu i fitanu, jednak wyniki dla
biomarkeréw (pomimo ich wzglednie duzych ilo-
$ci) moga by¢ zaburzone przez szeroka i wysoka
lini¢ bazowa.

Wykonano takze analizy frakcji aromatycznej,
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Rys. 4. Sktad hopanow (m/z 191) we frakcji nasyconej ekstraktu bitumiczne-

go — probka Dukla-2D

Fig. 4. Composition of hopanes (m / z 191) in the saturated fraction of bitumi-

nous extract — Dukla-2D sample

ale wyniki byty niezadowalajace. Wykonujac ana-
lizy dla kilku probek oraz wielokrotne powtorki
analiz wybranych probek, zaobserwowano znaczg-
ce roznice w wygladzie chromatogramow. Z tego
powodu zrezygnowano z analizy frakcji aroma-
tycznej pod katem wyznaczania warto$ci §"°C dla
wyzszych karotenoidow i ich pochodnych, w tym

100 biomarkery izorenieratanu.

95

% W przypadku probki Lodyna-90k zostata spraw-
& n-alkany dzona powtarzalno$¢ poprzez szesciokrotng analizg.
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Wyniki znajduja si¢ w tabeli 2, a wyliczone parame-
try statystyczne — w tabeli 3. Odchylenia standar-
dowe (SD) oraz wzgledne odchylenia standardowe
(RSD) przyjmujg warto$ci wyzsze niz te obliczone
dla wzorca FID test mix, co jest najprawdopodob-
niej zwigzane z wplywem matrycy probki i wyso-
kim poziomem linii bazowej. Niemniej jednak war-
to$ci sg zadowalajace — RSD dla zadnego zwiaz-
ku nie przekracza 5% (Michalski i Mytych, 2008).
Tylko w przypadku n-C,,, n-C,¢ i n-Cy przyjmuje
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Rys. 5. Sktad frakcji nasyconej otrzymanej z ekstraktu bitumicznego —

probka Dukla-2D

Fig. 5. Composition of the saturated fraction obtained from bituminous

extract — Dukla-2D sample

Analizujac probki frakcji nasyconej oraz wykorzystujac
wyniki analizy wzorca i analizy GC-MS probek, udalo si¢
rozpoznaé¢ weglowodory nasycone oraz biomarkery wyste-
pujace we frakcji nasyconej. Bimodalna dystrybucja weglo-
wodoréw wystepuje w probee Lodyna-90k. Wieksze ilosci
biomarkerow zidentyfikowano w probce Dukla-2D. W wie-
lu probkach widaé¢ szeroka i wysoko usytuowang lini¢ bazo-
w3, co negatywnie wptywa na oznaczanie sktadu izotopowe-
go poszczegolnych zwigzkdw. Moze by¢ to zwigzane z duza
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wartosci powyzej 4%, a w przypadku n-C,, i n-C,,
— powyzej 3%. Trudno wytlumaczy¢ znaczace roz-
nice SD i RSD dla wynikow oznaczen niektorych
weglowodorow.

Poddano badaniom izotopowym §"C frakcje na-
sycong ekstraktow bitumicznych i rop naftowych.
Zidentyfikowano biomarkery z grupy hopanow (m/z 191)
i oznaczono warto$ci izotopowe, ktore przedstawiono w ta-
belach 4 (ekstrakty bitumiczne) i 5 (ropy naftowe). W tabe-
lach tych ujeto czes$¢ (najbardziej wiarygodne analizy pod ka-
tem oznaczania warto$ci 8"°C) probek ekstraktow bitumicz-
nych i rop naftowych. W kazdej probce oznaczano §"C dla:
bisnorhopanu (BNH), oleananu, C,, norhopanu, C,, hopanu,
moretanu oraz serii C,,—C,s homohopanow, jak rowniez dla
surowych rop naftowych (tabela 5).
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(dla tej samej probki), szczegolnie: Cy, hopanu, C,,
norhopanu, C;, ;s homohopanow czy surowych rop.
Brak réznic wskazuje na takie samo zrodto pochodze-
nia BNH i reszty hopandw, natomiast roznice w war-
tosciach rzedu kilku promili (6-9) $wiadczg o r6z-
nym pochodzeniu, 0 czym wspomniano we wprowa-
dzeniu teoretycznym (pochodzenie BNH od bakterii
chemoautotroficznych). Nalezy pamigtaé, ze porow-
nywanie warto$ci 8"°C pomiedzy réznymi probkami
ma sens tylko dla tych o podobnym stopniu dojrza-
osci termiczne;j.

Poréwnujac 8"°C BNH i §"°C C;, hopanu w ob-
rebie tej samej probki, stwierdza sig, ze najpraw-
dopodobniej zrédto pochodzenia obu tych biomar-

e
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Rys. 6. Sktad frakcji nasyconej po oddzieleniu n-alkanow, otrzymane;j

z ekstraktu bitumicznego — probka Dukla-2D

Fig. 6. Composition of the saturated fraction after the separation of
n-alkanes, obtained from the bituminous extract — Dukla-2D sample

Tabela 1. Wyniki analiz sktadu izotopowego wegla weglowodorow
wzorca FID test mix oraz parametry statystyczne [%o vs. PDB, %]

Table 1. Results of carbon isotopic composition for the FID test
mix standard and statistical parameters [%o vs. PDB, %]

Odchylenie Wzgledn.e
standardowe odchylenie
I 1 1 standardowe
[%o] [%0]
n-C,, | —33,3 | -334 | 334 0,1 0,2
n-Cs [ —28,6 | —28,9 | —28,9 0,2 0,7
n-C,, | —34,2 | —342 | —343 0,1 0,3

Sposrod zestawionych w tabeli 5 probek rop naftowych tylko
w przypadku probki Lodyna-90k udato si¢ oznaczy¢ sktad izo-
topowy wegla dla BNH. Wartosci 6"°C dla: BNH, C;, hopanu,
C,,—C,; homohopandw oraz surowej ropy dla probki Lodyna-90k
wskazujg na takie samo zrodto pochodzenia BNH jak hopanow.
Wstepnie mozna zatem zatozy¢, ze BNH w tej ropie ma pocho-
dzenie inne niz od bakterii chemoautotroficznych.

Na rysunkach 7-8 przedstawiono wykresy pokazujace war-
tosci 6"°C poszezegdlnych biomarkerow w probkach ekstrak-
tow bitumicznych. Na rysunku 8 podana jest warto$¢ $rednia
8"C dla szeregu C;,—C,5 homohopandéw w odroznieniu od ry-
sunku 7, na ktéorym znajduja si¢ wartos$ci izotopowe poszcze-
gblnych biomarkerow z grupy homohopanow. Wyniki izoto-
powe na tym etapie badan sg traktowane jako wstepne 1 praw-
dopodobne, lecz nie ostateczne.

Zasadnicze znaczenie ma pordwnywanie warto$ci 8"°C bi-
snorhopanu wzgledem warto$ci izotopdw reszty biomarkerow

keréw byto to samo w przypadku wszystkich pro-
bek ekstraktow bitumicznych podanych w tabeli 4.
Niestety brak wynikow dla C,, norhopanu i istnie-
nie tylko czesciowych wynikow dla C;, ;5 homo-
hopanéw powoduja, ze teza ta wymaga dalszego
sprawdzenia.

Na rysunkach 9-10 przedstawiono warto$ci §"°C
poszczegb6lnych biomarkeréw w probkach rop naftowych.
W przypadku rop naftowych dodatkowo wykonano analize
EA-IRMS pod katem oznaczenia wartosci 8"°C (sumarycz-
na warto$¢ wszystkich sktadnikow chemicznych) tzw. suro-
wych rop (tab. 5).

Tabela 2. Wyniki analiz sktadu izotopowego wegla weglowodo-
réw probki Lodyna-90k — powtarzalno$¢ [%o vs. PDB]

Table 2. Results of the carbon isotopic composition of the
Lodyna-90k sample — repeatability [%o vs. PDB]

| 1l 11| v \% VI
n-C,, | —29,2 -30,7 —28,7 -29,3 —28.,8 —26,8
n-Cis —28,3 -29,6 -29.5 —28,7 —28.,6 -27,7
n-Cq —28,6 —28,4 —28,6 —28,8 —28,7 —28,1
n-C,, -29.3 -29,2 —29.7 -29.8 -29.9 -29,2
n-Cig -30,4 -30,9 -30,9 -31,1 —29.8 -30,2
n-C,y -29.4 -30,3 —29.7 -30,6 —29.,6 -29,3
n-Cy | —29,7 | =308 | -31,3 | =30,6 | 29,0 | —29,3
n-C,, —30,6 -30,7 -31,1 -31,8 -30,4 -29,5
n-C,, -29.4 -29.8 -29.7 -30,5 -29.,2 —28,7
n-C,, -29,2 -29,3 -31,0 —31,2 -29,2 —28,8
n-C,, | —28,7 -29,1 —28,7 -30,1 —29,2 —28,2
n-C,s -28,9 —28,8 —28,2 -30,5 —29,2 —28,0
n-Cyq —29,2 —28,6 -30,6 -31,9 -29.3 —28,3
n-C,, -29,4 —28,3 —28,8 -29,7 —29,5 -29.3
n-Cyg -30,5 —28,7 -32,9 —-30,0 —29.7 -29,2
n-Cy | —28,5 | —289 | —284 | —29,6 | —30,0 | —29,1
n-Cy, | —31,2 -30,4 -31,0 -29,5 -29,9 -29,1
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Tabela 3. Parametry statystyczne sktadu izotopowego wegla weglowodoroéw probki Lodyna-90k — powtarzalno$¢ [%o vs. PDB, %]

Table 3. Statistical parameters of the carbon isotopic composition of the Lodyna-90k sample — repeatability [%o vs. PDB, %]

Wartos$¢ Wartos¢ Srednia Odchylenie Wzgledne odchylenie
najmniejsza najwieksza rytmetyczna standardowe standardowe

[%o] [%o] [%o] [%o] (%]
n-C,, —30,7 -26,8 —28.,9 1,3 4,4
n-Cs —29,6 —27,7 —28,7 0,7 2,4
n-Cyq —28,8 -28,1 -28,5 0,2 0,8
n-C, -29,9 —29,2 -29,5 0,3 1,2
n-Cq -31,1 -29,8 -30,6 0,5 1,6
n-C,, -30,6 -29,3 -29,8 0,5 1,8
n-C,, -31,3 -29,0 -30,1 0,9 3.1
n-C,, -31,8 -29,5 -30,7 0,7 2,4
n-C,, -30,5 —28,7 -29,5 0,6 2,0
n-C,; -31,2 -28,8 -29,8 1,0 35
n-C,, -30,1 —28,2 -29,0 0,6 2,2
n-C;s —-30,5 —28,0 —28,9 0,9 3,0
n-Cyq -31,9 -28,3 -29,7 1,3 4,5
n-C,, —29,7 -28,3 —29,2 0,5 1,8
n-Cyq -32,9 —28,7 —-30,2 1,5 4,9
n-C,, -30,0 —28,4 -29,1 0,6 2,2
n-C,, -31,2 -29,1 —-30,2 0,9 2,8

Tabela 4. Warto$ci §"°C poszczegblnych biomarkerow frakeji nasyconej dla probek ekstraktow bitumicznych

Table 4. §"°C values of individual biomarkers of the saturated fraction for bituminous extract samples

3=C Dukla-2D Dukla-2A Tylawa-11 Tylawa-12 Krosno-8
BNH -31,13 -28,49 -33,21 -34,30 =27,60
Oleanan n.o. -29,50 n.o. —34,60 n.o.
C,, hop. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o.
C,, hop. -31,17 —-30,04 —32,65 -32,90 -28,50
Moretan n.o. -30,80 -32,02 n.o. n.o.
C,; (S) homohop. -31,71 -31,41 -30,15 —34,69 -29,80
C,, (R) homohop. -31,52 -29,36 —28,55 -31,84 -32,30
C;, (S) homohop. -30,59 -30,68 n.o. —35,33 -34,10
C;, (R) homohop. -30,19 —-30,01 n.o. —34,65 —34,80
C;; (S) homohop. -31,42 -30,74 n.o. -32,02 n.o.
C;; (R) homohop. —29,97 n.o. n.o. —32,98 n.o.
C,,4 (S) homohop. —29,98 n.o. n.o. n.o. n.o.
C,, (R) homohop. -28,59 —29,60 n.o. —33,67 n.o.
C;5 (S) homohop. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o.
C;5 (R) homohop. n.o. n.o. n.o. n.o. n.o.

n.o. — nie obliczono ze wzgledu na zbyt malg ilos¢ danego zwigzku chemicznego lub jego brak oraz staby rozdziat pikow na chromatogramie

Podsumowanie

Przeprowadzono badania biomarkeréw w probkach ekstrak-
tow bitumicznych i rop naftowych metodami GC-IRMS oraz
EA-IRMS. Do przygotowania probek zastosowano oprocz stan-
dardowej metody rozdziatu na frakcje: nasycona, aromatyczna,

518 Nafta-Gaz, nr 8/2021

zywice 1 asfalteny, rowniez metod¢ rozdziatu n-alkanéw od
weglowodorow rozgatezionych. Wyznaczono powtarzalno$é
metody oznaczania izotopéw metodg GC-IRMS dla frakcji na-
syconej. Stwierdzono, ze probki z matg zawartoScig biomar-
kerow nie powinny by¢ wykorzystywane do tego typu analiz.
Z drugiej strony zbyt duze stezenie we¢glowodoréw w probee
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Tabela 5. Warto$ci 6"°C poszczegblnych biomarkeréw frakcji nasyconej dla probek rop naftowych

Table 5. §"°C values of individual biomarkers of the saturated fraction for crude oils samples

-C Lodyna-90k Osobnica-25 Wegléwka-261 August-64
BNH -29,83 n.o. n.o. n.o.
Oleanan n.o. n.o. n.o. n.o.
C,, hop. n.o. n.o. n.o. n.o.
C,, hop. —=29,20 —33,03 -29,17 -31,04
Moretan n.o. n.o. n.o. n.o.
C;, (S) homohop. -30,95 n.o. n.o -31,36
C;, (R) homohop. —28,58 n.o. n.o —30,96
C;, (S) homohop. -30,50 n.o. n.o n.o.
C;, (R) homohop. -31,39 n.o. n.o n.o.
Cs; (S) homohop. —26,41 —28,05 n.o n.o.
C;; (R) homohop. -31,57 -30,00 n.o n.o.
C;, (S) homohop. -30,27 n.o. n.o n.o.
C,4 (R) homohop. n.o. n.o. n.o n.o.
C;5 (S) homohop. n.o. n.o. n.o. n.o.
C;5 (R) homohop. n.o. n.o. n.o. n.o.
Surowa ropa —26,80 —27,88 —25,94 27,13

n.0. — nie obliczono ze wzgledu na zbyt malg ilo$¢ danego zwiazku chemicznego lub jego brak oraz staby rozdziat

pikow na chromatogramie
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podanej na chromatograf gazowy powoduje wzrost linii ba-
zowej 1 gorszy rozdziat pikow. Probowano rowniez oznaczac
biomarkery we frakcji aromatycznej metoda GC-IRMS, co jed-
nak si¢ nie powiodto. Chcac w przysztosci przeprowadzacé ta-
kie oznaczenia, nalezy zastosowaé specjalng metodyke przy-
gotowania probek frakcji aromatyczne;.

Wstepnie oznaczono wartosci 8"°C biomarkerow frakcji
nasyconej z grupy hopanéw: bisnorhopanu (BNH), oleana-
nu, C,, norhopanu, C,, hopanu, moretanu oraz serii C;,—Cs;
homohopanéw oraz wartosci 8"°C surowych rop naftowych.
Stwierdzono wzglednie niewielkie roznice w wartosci 6"°C
pomig¢dzy BNH a hopanami i surowymi ropami, co sugeruje
najprawdopodobniej to samo zroédto pochodzenia wszystkich
biomarkerow (w tym BNH).

Obecnie planowana jest kontynuacja prac zwigzanych z opi-
sywanym tematem we wspotpracy ze specjalistami z dziedzi-
ny mikrobiologii.

Artykut powstal na podstawie pracy statutowej pt. Wphyw meto-
dy przygotowania probek na wyniki GC-MS i GC-IRMS — pra-
ca INiG — PIB na zlecenie MNISW; nr zlecenia: 0053/SG/2020,
nr archiwalny: DK-4100-0041/2020.
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