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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность работы. Для дезинфекции воды уже на протяжении многих десятилетий
повсеместно практикуется применение хлора и хлорсодержащих соединений (гипохлорит,
хлорамин, дихлоризоциануровая кислота и другие). Широкое применение такого рода реагентов
обусловлено высокой эффективностью уничтожения патогенной микрофлоры и низкой
себестоимостью проведения процессов обеззараживания. Однако столь широкое
распространение хлорсодержащих реагентов сопряжено с серьезной проблемой — в процессе
их взаимодействия с растворенными в воде органическими веществами неизбежно образуются
различные побочные продукты дезинфекции (ППД), значительное количество которых
способно оказывать негативное воздействие на организм человека. В силу повышенной
токсичности и реакционной способности особое внимание уделяется продуктам, в структуре
которых присутствуют атомы галогенов (Cl-, Br-ППД) и азота (N-ППД). Помимо питьевой воды,
проблема образования ППД актуальна и для рекреационных объектов (бассейны,
оздоровительные комплексы и т.д.), в которых контакт человека с опасными соединениями
может протекать в течение длительного времени. Отличительной особенностью воды бассейна
является природа растворенных органических веществ. Потенциальными прекурсорами N-ППД
в данном случае могут выступать азотсодержащие поверхностно-активные вещества (N-ПАВ),
используемых в роли биоцидов и альгицидов (бензалкония хлорид) в процессах подготовки
воды, в качестве компонентов моющих средств и продуктов личной гигиены (шампуни, гели для
душа и т.д.).

В связи с разнообразием и потенциальной опасностью побочных продуктов дезинфекции
для здоровья человека особое значение приобретают задачи разработки новых способов и
подходов к контролю данных соединений, позволяющим обнаруживать и с высокой точностью
их идентифицировать на следовых уровнях концентрации. На сегодняшний день большинство
существующих подходов к их выявлению основано на применении газовой хроматографии с
масс-спектрометрическим детектированием, которая особенно эффективна для анализа
продуктов глубокой трансформации природного органического вещества. Однако применение
данного метода существенно ограничено в случае поверхностно-активных веществ, которые
являются нелетучими, термолабильными и в растворе представлены преимущественно в ионной
форме.

Преодолеть указанные ограничения позволяют методы высокоэффективной жидкостной
хроматографии в сочетании с масс-спектрометрией высокого разрешения обладающие высокой
чувствительностью и способностью определять широкий спектр нелетучих,
высокомолекулярных и термолабильных соединений. В этом контексте особую актуальность
приобретает разработка новых аналитических схем, основанных на комбинации газовой и
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием высокого разрешения.
Такой подход открывает перспективы для комплексного скрининга как промежуточных, так и
конечных продуктов дезинфекции, обеспечивая максимально полное представление о
химическом составе воды бассейна после взаимодействия хлорсодержащих реагентов с
азотсодержащими поверхностно-активными веществами.
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Работа выполнена в рамках выполнения проекта Госзадания Министерства образования
и науки РФ FSRU-2024-0003 с использованием оборудования ЦКП НО “Арктика” САФУ.

Цель диссертационного исследования – Разработка новых подходов к поиску и
идентификации побочных продуктов трансформации азотсодержащих поверхностно-активных
веществ, образующихся в ходе дезинфекции, основанных на применении комбинации методов
газовой и жидкостной хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения.

Для достижение поставленной цели решали следующие задачи:
1. Разработка аналитической схемы, основанной на комбинации методов газовой и

жидкостной хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения для поиска и
идентификации побочных продуктов дезинфекции, образующихся в процессе
дезинфекции воды бассейна, прекурсорами для которых выступают поверхностно-
активные вещества: бензалкония хлорид (БА) и кокамидопропил бетаин (КАПБ);

2. Изучение процессов трансформации альгицида бензалкония хлорида в условиях
дезинфекции галогенсодержащими реагентами, поиск и идентификация
образующихся побочных продуктов дезинфекции;

3. Изучение процессов трансформации кокамидопропил бетаина в условиях водного
хлорирования, поиск и идентификация образующихся побочных продуктов
дезинфекции;

4. Целевой поиск и определение обнаруженных в модельных экспериментах побочных
продуктов дезинфекции в реальных образцах воды бассейна;

5. Разработка подхода к высокочувствительному определению кокамидопропил бетаина
в воде бассейна.

Научная новизна диссертационного исследования.
Предложена новая аналитическая схема к поиску и идентификации побочных продуктов

дезинфекции, прекурсорами для которых выступают азотсодержащие поверхностно-активные
вещества, основанная на комбинации газовой и жидкостной хромато-масс-спектрометрии
высокого разрешения.

Изучена трансформация бензалкония хлорида и кокамидопропилбетаина в условиях
дезинфекции галогенсодержащими реагентами, идентифицирован круг ключевых
промежуточных ППД, а также продуктов глубокой деградации, предложены схемы их
образования.

Проведена предварительная оценка уровней содержания обнаруженных в модельных
экспериментах побочных продуктов дезинфекции в реальных образцах воды бассейна.

Разработан и апробирован на реальном объекте подход к высокочувствительному
определению компонентов кокамидопропилбетаина в воде бассейна методом жидкостной
хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения с применением в качестве метода
пробоподготовки ТФЭ.

Практическая значимость.
Предложенная аналитическая схема может быть использована для поиска ранее

неизвестных побочных продуктов дезинфекции, прекурсорами для которых выступают
азотсодержащие поверхностно-активные вещества разных классов, а также для оценки их
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содержания в объектах окружающей среды с использованием хромато-масс-спектрометрии
высокого разрешения. Полученные результаты могут быть использованы для
усовершенствования системы контроля качества воды бассейна, включая мониторинг
содержания азотсодержащих ПАВ и продуктов их трансформации.

Основные положения, выносимые на защиту:
1. Аналитическая схема поиска и идентификации широкого круга продуктов

трансформации азотсодержащих поверхностно-активных веществ методами хромато-масс-
спектрометрии высокого разрешения;

2. Результаты предположительной идентификации новых побочных продуктов
дезинфекции, образующихся в процессе модельного хлорирования и бромирования бензалкония
хлорида в водной среде, предположительные схемы их образования;

3. Результаты идентификации новых побочных продуктов дезинфекции,
образующихся в процессе модельного хлорирования кокамидопропил бетаина в водной среде,
предположительные схемы их образования;

4. Оценка влияния уровня pH, УФ-излучения, начального соотношения активного
хлора к N-ПАВ на круг образующизся побочных продуктов дезинфекции.

5. Новый подход к определению кокамидопропил бетаина в воде бассейна методом
жидкостной хромато-масс-спектрометрии высокого разрешения с применением в качестве
метода пробоподготовки твердофазной экстракции.

6. Результаты определения побочных продуктов дезинфекции, обнаруженных в
модельных экспериментах, а также компонентов исходного КАПБ в реальных образцах воды
бассейна.

Степень достоверности результатов.
Достоверность результатов, полученных в результате значительного объема

экспериментальных данных, подтверждается использованием современных аналитических
методов исследования - хромато-масс-спектрометрическими высокого разрешения,
применением аттестованных стандартных образцов и статистической обработкой результатов;
согласованностью теоретически ожидаемых и экспериментально полученных данных.

Апробация работы. Основные результаты исследования были представлены и
обсуждены на научных мероприятиях: VII всероссийская конференция с международным
участием «Масс-спектрометрия и ее прикладные проблемы», 14–18 октября 2019 г, г. Москва; IV
всероссийская конференция «Аналитическая хроматография и капиллярный электрофорез» с
международным участием 27 сентября – 3 октября 2020, г. Краснодар; IX всероссийская
конференция с международным участием «Масс-спектрометрия и ее прикладные проблемы»,
18–22 октября 2021 года, г. Москва; IV съезд аналитиков России «Аналитика России», 25
сентября – 1 октября 2022 г., г. Москва; X всероссийская конференция с международным
участием «Масс-спектрометрия и ее прикладные проблемы» 30 октября – 3 ноября 2023 г., г.
Москва;

Публикации. По результатам диссертационного исследования опубликовано 4 статьи в
рецензируемых научных изданиях, рекомендованных ВАК РФ, 3 из которых в индексируемых
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международных базах данных Scopus и Web of Science, а также 5 тезисов докладов в материалах
профильных научных конференций.

Структура и объем работы. Научно-квалификационная работа состоит из введения,
обзора литературы, экспериментальной части, общих выводов и списка используемых
источников. Материал изложен на 130 страницах машинописного текста, содержит 36 рисунков
и 12 таблиц, в списке используемых источников 142 источников.

Личный вклад автора заключается в том, что он, с учетом рекомендаций научного
руководителя, непосредственно участвовал во всех этапах диссертационного исследования, в
том числе планировании научной работы, постановке ее цели и задач, углубленном анализе
научной литературы по теме диссертации, анализе и интерпретации полученных результатов.
Экспериментальная работа в полном объеме выполнена лично соискателем.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЯ РАБОТЫ

Во введении обоснована актуальность выбранной темы, сформулированы цель
исследования и его задачи, показана новизна работы и ее практическая значимость.

В обзоре литературы представлена общая характеристика методов дезинфекции воды
бассейна, рассмотрены их преимущества и недостатки. Подробно описана проблема
образования побочных продуктов в процессе дезинфекции воды. Показана актуальность
исследования воды бассейна, отличающейся наличием среди потенциальных прекурсоров ППД
азотсодержащих поверхностно-активных веществ, используемых как в технологических
процессов подготовки воды (бензалкония хлорид), так и в качестве средств личной гигиены (на
примере кокамидопропил бетаина) посетителей данных рекреационных и спортивных объектов.
Представлен подробный анализ используемых в аналитической практике подходов к
обнаружению, идентификации и контролю побочных продуктов дезинфекции в водных
объектах. Обосновано применение сочетание методов ВЭЖХ-МСВР и ГХ-МСВР для решения
задачи поиска и идентификации новых ранее неизвестных побочных продуктов прекурсорами
для которых выступают четвертичные-аммониевые основания – бензалкония хлорид и
кокамидопропил бетаин. Предложена новая аналитическая схема поиска и идентификации
промежуточных и конечных ППД при водном хлорировании N-ПАВ. Схема включает два
подхода, выбор которых определяется начальной концентрацией исследуемых соединений: в
первом варианте осуществляется нецелевой скрининг потенциальных продуктов
трансформации в экстрактах воды бассейна методами хромато-масс-спектрометрии высокого
разрешения с последующим подтверждением их образования в модельных экспериментах,
тогда как второй основывается на проведении предварительных модельных экспериментов с
последующим поиском обнаруженных соединений в реальных пробах воды бассейна.

В экспериментальной части описаны оборудование, реактивы и материалы, объекты
исследования. Приведены методики получения гипохлорита и гипобромида натрия. Описаны
модельные эксперименты по хлорированию и бромированию исследуемых азотсодержащих
поверхностно-активных веществ. Изложены методики пробоподготовки образцов для
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твердофазной и жидкость-жидкостной экстракции. Представлены параметры, используемые при
целевом и нецелевом скрининге исходных прекурсоров и побочных продуктов дезинфекции
методом ВЭЖХ-МСВР, а также продуктов глубокой деструкции методом ГХ-МСВР.

В обсуждении результатов приведены результаты нецелевого скрининга экстрактов
воды бассейна и модельных реакционных смесей, полученных при взаимодействии бензалкония
хлорида и кокамидопропил бетаина с галогенсодержащими дезинфектантами в водной среде,
проведена предположительная идентификация присутствующих побочных продуктов
дезинфекции, предложены схемы трансформации. Разработан способ определения компонентов
кокамидопропил бетаина в воде бассейна, основанный на применении метода жидкостной
хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием высокого разрешения с
предварительной твердофазной экстракцией.

Трансформация бензалкония хлорида в условиях водной дезинфекции
галогенсодержащими реагентами

Бензалконий хлорид (рис. 1) используют в качестве противоводорослевого агента, что
обуславливает постоянное присутствие данного компонента в воде бассейна и делает его
потенциальным прекурсором в процессе образования побочных продуктов дезинфекции при
обработке воды галогенсодержащими реагентами.

Рисунок 1 – Структурная формула катиона бензалкония

Исследование экстрактов воды бассейна методом жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектированием высокого разрешения демонстрирует на хроматограммах
по полному ионному току (рис. 2) доминирование двух компонентов с временами удерживания
14,7 и 16,1 мин.
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Рисунок 2 – Хроматограмма образца воды бассейна по полному ионному току

Элементные составы данных соединений, полученные на основе точных масс (m/z
304,3006 и 332,3323), изотопного распределения и тандемных масс-спектров, позволяют с
высокой достоверностью отнести их к катионам бензалкония хлорида с длиной алкильной цепи
C₁₂ и C₁₄ (БА-12 и БА-14). С учетом степеней извлечения методом твердофазной экстракции,
полученных по результатам предварительных экспериментов, концентрации
противоводорослевых агентов в образцах воды бассейна составили 232 ± 6 и 94 ± 3 мкг/л,
соответственно.

Целевой анализ предполагаемых хлорированных производных бензалкония хлорида,
выполненный с использованием точных значений m/z ионов [C₂₁H₃₇ClN]⁺ и [C₂₃H₄₁ClN]⁺,
позволил обнаружить соответствующие сигналы на реконструированных хроматограммах (рис.
3). Форма хроматографических пиков монохлорпроизводных БА указывает на присутствие
возможных изомеров, которые не могут быть полностью разделены в данных условиях.
Учитывая, что исходные ионы бензалкония и их хлорпроизводные находятся в растворе
преимущественно в виде катионов с близкими физико-химическими свойствами, было
предположено, что они характеризуются сопоставимой эффективностью ионизации в режиме
ионизации электрораспылением (ИЭР). На этой основе, с использованием градуировочных
зависимостей, полученных для исходного бензалкония хлорида, была проведена оценка
содержания монохлорированных производных БА-12 и БА-14, которое составило 1,3 и 0,56
мкг/л, соответственно.



9

Ри
сунок 3 – Реконструированные хроматограммы по точным массам воды бассейна для БА-12 и

БА-14 (A) и их монохлорированных производных (Б)

Изучение тандемных (МС/МС) масс-спектров высокого разрешения обнаруженных ППД
позволило установить, что бензильное и ароматическое звенья остаются инертными, а
внедрение атома галогена происходит в алифатическую цепь преимущественно по
радикальному механизму.

В дополнение к целевому был проведен нецелевой поиск побочных продуктов
дезинфекции в воде бассейна, прекурсором для которых может выступать данный
противоводорослевый препарат. В результате был обнаружен широкий спектр новых побочных
продуктов дезинфекции, относящихся к разным классам. Наряду с вышеописанными
монохлорированными производными были предположительно идентифицированы следующие
кислородсодержащие соединения: гидроксильные [C21H38NO]+, кетонные [C21H36NO]+ и
дикетонные [C21H34NO2]+ производные (рис. 4). Данные компоненты представлены на
реконструированных хроматограммах в виде множества изомеров, что может объясняться
различным положением функциональных групп в алифатической цепи бензалкония хлорида.
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Рисунок 4 – Реконструированные хроматограммы кислородсодержащих производных БА в
воде бассейна

Было установлено, что основная доля от общего количества кислородсодержащих
продуктов приходится на кетопроизводные (до 30% от начального содержания БА), тогда как
компоненты, содержащие гидроксильные и дикетонные заместители в своей структуре
представлены в меньших количествах (12% и 9%, соответственно). Дополнительно были
обнаружены производные, сочетающие в себе хлор и кислородсодержащие группы: хлоркетон-
и хлорогидроксипроизводные. Список основных продуктов представлен в табл. 1.

Таблица 1 – Основные продукты обнаруженные в экстрактах воды бассейна с использованием
целевого и нецелевого скрининга

m/z Брутто-формула Δm/z,
(м.д.) Предположительное соединение

338,2620 [C21H37ClN]+ 2,4 Монохлорированный БА-12
366,2935 [C23H41ClN]+ 2,5 Монохлорированный БА-14
320,2955 [C21H38NO]+ 2,2 Гидрокси-БА-12
318,2797 [C21H36NO]+ 1,8 Окси-БА-12
332,2591 [C21H34NO2]+ 2,1 Диокси-БА-12
348,3270 [C23H42NO]+ 2,6 Гидрокси-БА-14
346,3115 [C23H40NO]+ 3,0 Окси-БА-14
360,2904 [C23H38NO2]+ 1,9 Диокси-БА-14
352,2409 [C21H35ClNO]+ 2,4 Монохлорированный окси-БА-12
380,2720 [C23H39ClNO]+ 2,2 Монохлорированный окси-БА-14
354,2569 [C21H37ClNO]+ 3,0 Монохлорированный гидрокси-БА-12
382,2878 [C23H41ClNO]+ 1,5 Монохлорированный гидрокси-БА-14

Полученные результаты исследования позволяют предложить механизм образования
идентифицированных побочных продуктов дезинфекции БА, связанных с его взаимодействием
HOCl с участием радикальных реакций и нуклеофильного замещения (рис. 5).
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Рисунок 5 – Предположительная схема трансформации БА при водном хлорировании

Для подтверждения выводов о путях образования новых ППД в воде бассейна были
проведены модельные эксперименты по водному хлорированию смеси БА-12 и БА-14.
Кинетические данные (рис. 6), полученные в модельных условиях, демонстрируют постепенное
снижение концентрации исходного соединения и увеличением содержания хлорсодержащих
продуктов в растворе (максимум наблюдается на 3-4 сутки после начала реакции). Снижение pH
существенно ускоряет процесс хлорирования, что объясняется смещением равновесия в
растворе в сторону более активной хлорноватистой кислоты по сравнению с гипохлоритом.

Рисунок 6 – Кинетические кривые образования монохлорированных БА-12 (А) и БА-14 (Б)

Было показано, что воздействие ультрафиолетового излучения резко ускоряет
образование побочных продуктов: максимальные концентрации основных хлорированных и
окисленных производных достигаются уже через 30 секунд после начала реакции. Это
подтверждает вывод об основной роли радикальных взаимодействий в условиях водного
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хлорирования БА. УФ излучение способствует генерации хлор-радикалов из HOCl и Cl₂,
инициируя каскадные радикальные реакции с образованием промежуточных и стабильных
продуктов.

Кроме монохлорированных форм, в модельных смесях были впервые идентифицированы
и полихлорированные производные (содержащие до четырёх атомов хлора), не обнаруженные в
пробах бассейна, вероятно, из-за их крайне низких концентраций в реальных условиях. В то же
время, их появление при повышенных дозах хлора подчёркивает потенциальную возможность
их образования в системах с избыточным хлорированием или при длительном воздействии.

Похожие закономерности были выявлены при проведении модельных экспериментов по
бромированию БА. Как и в случае с хлорированием в реакционных смесях были обнаружены
моно- и дибромированные производные, а также соединения, содержащие гидроксильные и
смешанные (гидроксил и бром) функциональные группы. Диссоциация, активированная
соударениями, данных продуктов подтверждает присоединение атома брома в алкильную цепь:
спектры характеризуются наличием ионов-продуктов с бромом исключительно в
алифатической части.

Изучение кинетики процессов взаимодействия бензалкония хлорида с «активным»
бромом в водной среде позволило охарактеризовать последовательность образования
промежуточных продуктов. Максимальные концентрации хлорпроизводных наблюдаются на 1–
2 сутки после начала реакции, при этом их суммарный вклад составляет до ~5% от начального
количества БА. Эти соединения подвергаются дальнейшим превращениям, включая
образование гидроксипроизводных, содержание которых достигает максимума на 3–4 сутки (до
~4.5% от исходного соединения). Начиная с 3–4 суток наблюдается снижение концентраций
всех продуктов, не сопровождающееся появлением новых пиков в ВЭЖХ-МСВР
хроматограммах. Это указывает на деградацию бензалкония до неполярных, летучих или
трудноионизируемых соединений, недоступных для анализа в режиме ионизации
электрораспылением.
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Рисунок 7 – Хроматограмма по полному ионному току экстракта реакционной смеси через 5
дней после начала реакции хлорирования при pH 5,10, полученная методом ГХ-МСВР

Для характеристики продуктов глубоких превращений бензалкония хлорида в условиях
водного хлорирования и бромирования было проведено исследование реакционных смесей
через 5 суток после начала реакции хлорирования (в случае бромирования – 4 сут.) методом ГХ-
МСРВ. В случае воздействия гипохлоритом полученные хроматограммы содержат порядка 30
интенсивных пиков (рис. 7). При использовании ионизации в режимах электронного удара и
химической ионизации у обнаруженных продуктов наблюдаются аналогичные масс-спектры,
соответствующие, в основном, хлорированным алканам с различной длиной углеводородной
цепи. Аналогичная картина наблюдается при водном бромировании, отличаясь лишь
существенно меньшим (10-12 индивидуальных веществ) кругом наблюдаемых компонентов.
Доминирующим компонентом при этом выступает бромоформ, который составляет более 80%
от суммарной площади хроматографических пиков.

Таким образом, применение предложенной аналитической схемы, основанной на
сочетании высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрией высокого
разрешения (ВЭЖХ-МСВР) и газовой хроматографии с масс-спектрометрией (ГХ-МСВР),
обеспечило комплексное изучение путей трансформации бензалкония хлорида при его
взаимодействии с активным хлором и бромом, а также обнаружение и идентификацию
широкого спектра ранее неизвестных промежуточных и конечных продуктов.

Трансформация кокамидопропил бетаина в условиях водного хлорирования

Кокамидопропил бетаин (рис. 8), в отличие от бензалкония хлорида, присутствует в воде
бассейна в существенно меньших концентрациях. Сочетание сложной матрицы объекта
исследования и необходимости проведения дополнительных этапов пробоподготовки и
концентрирования обуславливает реализацию второй стратегии предложенной аналитической
схемы. Она предполагает проведение предварительных экспериментов по дезинфекции
модельных растворов КАПБ, детальный анализ образующихся побочных продуктов
дезинфекции, а также последующий целевой поиск обнаруженных компонентов в образцах
воды бассейна.

Рисунок 8 – Структурная формула кокамидопропилбетаина
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Анализ модельного раствора кокамидопропилбетаина с суммарной концентрацией
гомологов 20 мг/л демонстрирует присутствие шести основных компонентов, соответствующих
производным диметиламинопропиламина и жирных кислот с количеством углеродов в цепи от
8 до 18 (рис. 9А), а также минорного компонента с элементным составом [C13H27N2O3]+,
представляющего собой производное капроновой кислоты.

Нецелевой скрининг модельных растворов КАПБ после взаимодействия с «активным»
хлором методом ВЭЖХ-МСВР показал наличие широкого спектра продуктов, содержащих в
своей структуре атомы хлора. Так, для всех исходных компонентов кокамидопропилбетаина
были обнаружены моно- и дихлорпроизводные (рис. 9Б, 9В), однако набор других ППД
существенно варьировался в зависимости от исходной концентрации компонентов
поверхностно-активных веществ. Для доминирующего в смеси лаурамидопропилбетаина
(C19H38N2O3) были обнаружены продукты, обусловленные внедрением в структуру до 5 атомов
хлора.

Важно отметить изменение соотношения интенсивностей хроматографических пиков
наиболее неполярных хлорпроизводных ППД (С21–С25) (рис. 9Б) по сравнению с исходными
предшественниками (рис. 9А). Оно может объясняться достижением критической концентрации
мицеллообразования, что приводит к уменьшению доступных реакционных центров в структуре
ПАВ для активного хлора.

Форма хроматографических пиков ППД, содержащих два атома хлора, указывает на
образование целого набора изомерных продуктов в отличие от монохлорированных
производных (рис. 9В). Это может свидетельствовать о протекании взаимодействия в несколько
этапов, первый из которых – атака «активным» хлором наиболее реакционного центра молекулы
КАПБ (нуклеофильная амидная группа).
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Рисунок 9 – Реконструированные хроматограммы по точным массам исходных компонентов
КАПБ (A), а также моно- (Б) и дихлорпроизводных (В) кокамидопропилбетаина в модельных

растворах с рН 7,2 спустя 2 дня после начала взаимодействия с «активным» хлором

В дальнейшем возможно протекание радикальных взаимодействий и реакций
электрофильного присоединения атома хлора в алкильную цепочку, что приводит к хаотичному
внедрению галогена в структуру молекулы (на основе модельных экспериментов подтверждена
возможность встраивания до 5 атомов). Предположительная схема образования данных
побочных продуктов дезинфекции на основе кето-енольной таутомерии приведена рисунке 10.

Рисунок 10 – Предположительная схема образования хлорсодержащих побочных продуктов
дезинфекции кокамидопропилбетаина на начальной стадии хлорирования

Нецелевой скрининг дополнительно позволил обнаружить два новых класса ППД,
образование которых обусловлено окислением прекурсоров (наличие дополнительной
карбонильной группы) и дальнейшим внедрением в структуру окисленных КАПБ атомов
галогенов, что свидетельствует об участии радикальных частиц в данном процессе и расширяет
многообразие (табл. 2) побочных продуктов дезинфекции.

Таблица 2 – Побочные продукты дезинфекции, обнаруженные методом ВЭЖХ-МСВР для
лаурамидопропилбетаина при модельном хлорировании

№ Элементный состав m/z Ошибка, ppm

1 C19H37ClN2O3 377,2572 1,7
2 C19H36Cl2N2O3 411,2176 0,1
3 C19H35Cl3N2O3 445,1785 -0,2
4 C19H34Cl4N2O3 479,1398 -0,1
5 C19H33Cl5N2O3 513,1005 -0,3
6 C19H34Cl2N2O3 409,2019 0,4
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7 C19H36N2O4 357,2758 -3,0
8 C19H35ClN2O4 391,2349 -3,4
9 C19H36Cl2N2O4 427,2124 -2,6
10 C19H34Cl2N2O4 425,1962 -2,9

Было установлено, что ключевыми факторами, влияющими на образование начальных
побочных продуктов дезинфекции, являются значения уровня pH реакционной смеси и время
взаимодействия. В кислой среде наблюдается ускорение протекающих процессов, при этом
снижение величины водородного показателя с 7,2 до 5,4 способствует увеличению содержания
всех обнаруженных классов продуктов (табл. 2) в реакционной смеси в 1,1–10 раз. Это
объясняется смещением равновесия в растворе в сторону более активной хлорноватистой
кислоты по сравнению с гипохлоритом.

Изучение изменения площадей хроматографических пиков исходного КАПБ и
образующихся на начальных стадиях продуктов (рис. 11) в зависимости от продолжительности
процесса демонстрирует, что происходит резкое снижение содержания прекурсора – спустя 8
суток оно не превышает 3–5% от начального.

Рисунок 11 – Кинетические кривые для лаурамидопропилбетаина и его хлорированных
производных при pH 5,0

Хлорсодержащие производные, в свою очередь, достигают максимального уровня на 2–3
день от начала взаимодействия, после чего наблюдается постепенное снижение их
концентрации, что особенно выражено для монохлорзамещенных продуктов, являющихся
промежуточными продуктами превращений КАПБ. Снижение площадей пиков с третьих суток
можно объяснить протеканием процессов деструкции первичных ППД, в том числе с
образованием низкомолекулярных и легколетучих производных.

Исследования продуктов глубоких превращений проводили методом ГХ-МСВР спустя 4
суток после начала процесса водного хлорирования. Было установлено, что трансформация
КАПБ в основном приводит к образованию большого количества хлорированных углеводородов
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(С3-С5), а также продуктов их окисления (например, дихлоробутанол, диметилкарбамоил
хлорид). Количество атомов хлора варьируется от 1 до 3, а молекулярный ион часто отсутствует
в масс-спектрах электронной ионизации. В связи с этим провести достоверную идентификацию
большей части продуктов трансформации достаточно затруднительно.

На основе полученных результатов, был проведен анализ экстрактов воды бассейна
методом ВЭЖХ-МСВР с целевым поиском идентифицированных ранее продуктов. Было
обнаружено не только присутствие следовых количеств исходных компонентов КАПБ, но и
большинства структур, идентифицированных в модельных экспериментах, включая первичные
моно- и дихлорпроизводные, а также хлорированные кислородсодержащие ППД.
Ориентировочные суммарные концентрации хлорпроизводных КАПБ составляли до 0,75 мкг/л,
при этом индивидуальные находились в диапазоне 0,01–0,23 мкг/л.

Исследование модельных растворов и воды бассейна подтверждает, что КАПБ, широко
используемый в составе моющих и дезинфицирующих средств, способен взаимодействовать с
активным хлором с образованием широкого круга хлорорганических производных,
потенциально обладающих токсичными свойствами. Наличие постоянных источников данного
прекурсора обуславливают необходимость регулярного контроля как самого соединения, так и
продуктов его превращений. В связи с этим особое значение приобретает разработка
высокочувственных аналитических подходов, способных обеспечить надёжное обнаружение
следовых количеств данных аналитов в сложной матрице.

Определение кокамидопропил бетаина в воде бассейна методом
высокоэффективной жидкостной хроматографией масс-спектрометрией высокого

разрешения

Учитывая тот факт, что КАПБ представляет собой не индивидуальное соединение, а
набор гомологов, различающихся длиной углеводородной цепи (С6–С18) в остатке жирной
кислоты, а следовательно, и полярностью, для их разделения был предложен вариант обращено-
фазовой жидкостной хроматографии, зарекомендовавшей себя при решении схожей задачи в
предыдущих исследованиях. На стандартных растворах был подобран профиль градиентного
элюирования, обеспечивающий полное разделение всех целевых соединений (рис. 12).
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Рисунок 12 – Профиль градиентного элюирования и реконструированная хроматограмма по
точным массам стандартного раствора КАПБ с суммарной концентрацией компонентов 3 мг/л

На основе изучения стандартных растворов целевых аналитов в широком диапазоне
концентраций была проведена оценка инструментальных пределов обнаружения (ПО), нижних
границ определяемых концентраций (НГОК) и границ линейного диапазона концентраций для
каждого компонента ПАВ (табл. 3). Рассчитанные величины НГОК для всех определяемых
соединений сопоставимы и находятся на уровне 1,0 мкг/л, что в комбинации масс-
спектрометрическим детектированием высокого разрешения может применяться для
проведения высокочувствительного и селективного определение КАПБ в сложных по составу
объектах. Установленный линейный диапазон градуировочных зависимостей составляет не
менее трех порядков (в случае КАПБ-С12 не менее четырех) с коэффициентом детерминации
0,996 и выше.

Таблица 3 – Пределы обнаружения, нижние границы определяемых концентраций и линейный
диапазон концентраций разработанного способа определения КАПБ методом ВЭЖХ-МСВР

Аналит Наименование

Коэффициент
a уравнения
вида y = a  x,

×104
ПО, мкг/л НГОК,

мкг/л

Линейный
диапазон,
мкг/л

R2

II КАПБ-С8 52,4 0,2 0,7 НГОК-300 0,997
III КАПБ-С10 50,4 0,1 0,3 НГОК -200 0,996
IV КАПБ-С12 45,2 0,2 0,7 НГОК -1400 0,999
V КАПБ-С14 43,1 0,2 0,7 НГОК -500 0,999
VI КАПБ-С16 69,3 0,1 0,3 НГОК -300 0,998
VII КАПБ-С18 67,8 0,3 1,0 НГОК -300 0,998
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Основными параметрами, оказывающими влияние на эффективность экстракции при
извлечении компонентов кокамидопропилбетаина, выступают величина рН исследуемого
образца воды бассейна, введение добавки органического растворителя, а также используемый
элюент.

Важной особенностью при извлечении поверхностно-активных веществ из водных
объектов является сорбция аналитов на разных поверхностях, с которыми они контактируют.
Для нивелирования данных процессов на практике активно используются добавки органических
растворителей (например, метанол, ацетонитрил) в образцы исследуемой воды. В ходе
оптимизации процедуры извлечения компонентов КАПБ было исследовано как влияние добавки
ацетонитрила (5 и 25%), так и ее отсутствие на достигаемые степени извлечения.

Представленные на рисунке 13а результаты подтверждают, что экстракция
кокамидопропилбетаина из водных растворов на картриджах для ТФЭ сопровождается активной
сорбцией аналитов стеклянной посудой и полимерными коммуникациями экстракционной
системы, достигаемые степени извлечения для каждого целевого компонента при этом не
превышают 60-65%. Следует также отметить низкую воспроизводимость получаемых
результатов, погрешность между параллельными экстракциями для ряда аналитов достигает
25%. Добавка ацетонитрила (5% от начального объема образца) приводит к повышению
эффективности экстракции в 1,3-2,0 раза для всех исследуемых компонентов КАПБ. В данном
случае степень извлечения доминирующего в смеси компонента (КАПБ-С12) составляет 96 ± 4%,
а минимальные (68 ± 10%), значения наблюдаются для наиболее неполярного производного
КАПБ-С18. Существенное повышение доли органического растворителя в воде до 25% приводит
к потери более низкомолекулярных аналитов, что может быть объяснено преобладанием
процессов элюирования над сорбцией в таких условиях. Таким образом, для дальнейшей работы
по оптимизации условий твердофазной экстракции проводили при содержании ацетонитрила
равном 5% от исходного объема исследуемой воды.
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Рисунок 13 – Влияние добавки ацетонитрила в воду бассейна перед проведение процедуры
экстракции (а) и уровня pH (б) на степени извлечения компонентов КАПБ методом ТФЭ. II –

C15H30N2O3, III – C17H34N2O3, IV – C19H38N2O3, V – C21H42N2O3, VI – C23H46N2O3, VII – C25H50N2O3

Изучение влияния pH (от 3 до 10) образца воды на эффективность извлечения КАПБ
показало, что все целевые аналиты характеризуются схожим поведением на используемом в
работе сорбенте (рис. 13б), а оптимальными для их эффективной сорбции являются значения
водородного показателя, соответствующие нейтральной среде (6-7).

Еще одним важным фактором, влияющим на результат пробоподготовки, выступает
используемый на данной стадии элюент. Было установлено, что применение чистого метанола
существенно (~1,5 раза) уступает спирту с добавкой 0,1% муравьиной кислоты. Как и в случае
экспериментов по изучению влияния pH, присутствие кислоты способствует смещения
равновесия цвиттер-иона в катионную форму, более слабо удерживаемую сорбентом.

Таким образом, для концентрирования КАПБ могут быть рекомендованы следующие
параметры твердофазной экстракции: значение pH образца воды – 6, добавка ацетонитрила – 5%
от исходного объема образца (1 л), элюирование сорбированных на картридже аналитов с
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помощью 0,1% раствора муравьиной кислоты в метаноле, упаривание в токе азота до объема 1
мл. Достигаемая степень концентрирования – ×1000 раз.

Для оценки влияния матрицы на эффективность извлечения кокамидопропилбетаина из
воды бассейна был использован метод «введено-найдено». Для этого в исследуемую воду
добавляли известную концентрацию аналитов (суммарно 30 и 300 нг/л) и проводили экстракции.
При этом учитывалось возможное влияние на получаемые результаты компонентов КАПБ,
изначально присутствующих в образцах, путем проведения для них аналогичной процедуры
экстракции и анализа без добавки аналитов. Полученные на основе параллельных
экспериментов (n=3) результаты правильности находятся в диапазоне 85-110% для всех целевых
соединений, что подтверждает пригодность разработанного подхода для контроля содержания
компонентов кокамидопропилбетаина в воде плавательных бассейнов (табл. 4). Учитывая
достигнутые инструментальные пределы обнаружения и степени концентрирования в ходе
пробоподготовки, предлагаемый способ позволяет контролировать содержание КАПБ
(подтвержденных прекурсоров азотсодержащих ППД) в воде бассейна на уровне ~1 нг/л.

Таблица 4 – Повторяемость, промежуточная прецизионность (СКО) определения аналитов в
диапазоне концентраций ~10НГОК–100НГОК (n=12, P=0.95)

Аналит
Введено,
мкг/л

Повторяемость
(24 ч)

Промежуточная прецизионность
(48 ч)

Найдено,
мкг/л

Правильность, % СКО,
%

Найдено,
мкг/л

Правильность, % СКО, %

II
24 22,6 ± 0,9 94 4 21,8 ± 1,5 91 7
76 73,0 ± 4,4 96 6 68,4 ± 2,7 90 4

III
17 15,3 ± 0,3 90 2 16,3 ± 1,3 96 8
54 50,2 ± 2,0 93 4 49,7 ± 2,5 92 5

IV
119 126 ± 4 106 3 121 ± 11 102 9
381 412 ± 8 108 2 385 ± 8 101 2

V
42 39,5 ± 1,6 94 4 37,8 ± 3,0 90 8
135 124 ± 4 92 3 122 ± 7,3 90 6

VI
25 24,0 ± 1,2 96 5 22,8 ± 1,1 91 5
80 75,2 ± 3,8 94 5 76,0 ± 3,8 95 5

VII
22 20,0 ± 0,4 91 2 19,8 ± 0,4 90 2
69 62,1 ± 1,2 90 2 62,8 ± 1,9 91 3

Разработанный подход к определению КАПБ, основанной на комбинации твердофазной
экстракции с последующим определением методом жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектированием высокого разрешения был апробирован на реальных
образцах воды бассейна Северного (Арктического) федерального университета (г. Архангельск).
Пример типичной хроматограммы получаемых ТФЭ экстрактов представлен на рисунке 14.
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Рисунок 14 – Реконструированная хроматограмма экстракта воды бассейна по точным массам
компонентов КАПБ

В экстрактах воды бассейна обнаружены все целевые аналиты, концентрации которых
находятся в диапазоне от 0,90 ± 0,10 до 124 ± 6 нг/л (табл. 5). Как и в случае исходного ПАВ, в
качестве основного компонента кокамидопропилбетаина выступает КАПБ-С12 (124 ± 6 нг/л). В
тоже время доля ряда других гомологов, таких как КАПБ-С8, КАПБ-С10 и КАПБ-С18, по
отношению к лауроиламидпропилбетаину значительно снижается.

Таблица 5 – Результаты определения компонентов КАПБ в воде бассейна

Аналит Наименование Элементный
состав

Содержание в воде бассейна, нг л–1

Настоявшее
исследование (2024

г)

Исследование
трансформации
КАПБ (2022 г)

II КАПБ-С8 C15H30N2O3 0,90 ± 0,10 23 ± 3
III КАПБ-С10 C17H34N2O3 2,1 ± 0,1 11 ± 1
IV КАПБ-С12 C19H38N2O3 124 ± 6 480 ± 30
V КАПБ-С14 C21H42N2O3 25 ± 2 180 ± 10
VI КАПБ-С16 C23H46N2O3 7,5 ± 0,4 46 ± 5
VII КАПБ-С18 C25H50N2O3 1,5 ± 0,1 22 ± 2

Сравнение представленных результатов с результатами, полученными при анализе воды
бассейна в ходе изучения процессов взаимодействия кокамидопропилбетаина с активным
хлором, демонстрирует некоторое снижение уровней содержания КАПБ – суммарные
концентрации гомологов (~160 нг/л) оказались в ~5 раз ниже по сравнению с исследованиями
2022 года. Это может объясняться сезонными колебаниями количества посетителей (например,
расписание учебных занятий и каникул, посещение объекта сотрудниками университета и
жителями города). Полученные результаты результаты подтверждают возможность накопления
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кокамидопропилбетаина в воде бассейна, способного вступать во взаимодействие с активным
хлором, образуя при этом азотсодержащие побочные продукты дезинфекции.

ВЫВОДЫ

1. Разработана аналитическая схема, основанная на сочетании методов жидкостной и
газовой хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием высокого
разрешения, предназначенная для поиска и определения азотсодержащих поверхностно-
активных веществ и продуктов их трансформации, образующихся при дезинфекции воды
бассейна. Подход обеспечивает как проведение нецелевого скрининга, так и целевого
анализа при содержании аналитов на уровне мкг/л без дополнительной пробоподготовки.

2. В ходе нецелевого скрининга экстрактов воды бассейна и модельных реакционных
смесей с применением предложенной аналитической схемы обнаружен и
предположительно идентифицирован набор промежуточных продуктов, а также
продуктов глубокой трансформации бензалкония хлорида и кокамидопропилбетаина в
условиях водного хлорирования. Для исследуемых поверхностно-активных веществ
впервые показана возможность образования широкого спектра изомерных соединений,
образующихся за счет внедрения атома галогена и/или кислорода в свою структуру.
Предложены механизмы их образования с участием радикальных и нуклеофильных
реакций. Показано влияние pH, УФ-излучения и дозы активного хлора на состав и
кинетику формирования продуктов.

3. Проведён целевой поиск и определение обнаруженных в модельных экспериментах
побочных продуктов дезинфекции азотсодержащих поверхностно-активных веществ в
реальных образцах воды бассейна. Показано присутствие как исходных прекурсоров
(~300 мкг/л бензалкония и ~800 нг/л КАПБ), так и основных классов интермедиатов в
широком диапазоне концентраций (~0,3-100 мкг/л для производных бензалкония, ~0,2-33
нг/л для производных КАПБ).

4. Разработан подход к высокочувствительному определению кокамидопропилбетаина в
воде бассейна, основанный на комбинации твердофазной экстракции и ВЭЖХ-МСВР.
Оптимизированы условия пробоподготовки, обеспечивающие эффективность извлечения
и подавление матричных эффектов. Методика характеризуется пределами обнаружения
на уровне 1 нг/л и высокой правильностью (85–110%) по данным метода "введено-
найдено", что подтверждает её пригодность для количественного анализа компонентов
КАПБ в сложной водной матрице.
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