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3198210242
22.4.1982 UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI L 109/1

SMERNICE RADY
ze dne 31. bfezna 1982

o sblizovdni prdvnich pfedpist d&lenskych stitd tykajicich se metod zkousSeni biologické
rozlozitelnosti neiontovych povrchové aktivnich litek a 0 zméné smérnice 73/404/EHS

(82/242/EHS)

RADA EVROPSKYCH SPOLECENSTV],

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spoleCenstvi, a zejména na ¢lanek 100 této smlouvy,

s ohledem na ndvrh Komise ('),
s ohledem na stanovisko Evropského parlamentu (3),

s ohledem na stanovisko Hospodaiského a socidlntho vy-
boru (%),

vzhledem k tomu, Ze metody zkouseni platné v clenskych
statech, 1 kdyz sleduji stejny cil, se v urcitych ohledech lisi
a jsou tak Skodlivé pro fddné fungovdni spole¢ného trhu;

vzhledem k tomu, Ze smérnice Rady 73/404/EHS ze dne
22. listopadu 1973 o sblizovani pravnich pfedpist clenskych
sttt tykajicich se detergentt () stanovi v ¢lanku 4 pfijeti
smérnic, které specifikuji metody zkouseni a vhodné tolerance
umoziujici soulad s poZzadavky této smérnice; Ze smérnice
Rady 73/405/EHS ze dne 22 listopadu 1973 o sblizovani
pravnich predpisti ¢lenskych stath tykajicich se metod zkouseni

1

() Ut. vést. C 104, 28.4.1980, s. 112.
() Ut. vést. C 197, 4.8.1980, s. 66.
() Ut vést. C 310, 30.11.1981, s. 7.
() Ur. vest. L 347, 17.12.1973, s. 51.

biologické rozlozitelnosti aniontovych povrchové aktivnich l4-
tek (°) specifikovala tyto metody a tolerance pro aniontové
povrchové aktivni latky;

vzhledem k tomu, Ze aby ¢lenské stity mohly stanovit droven
biologické rozloZitelnosti neiontovych povrchové aktivnich la-
tek, je Zddouci pouzivat metody zkouseni, které se k tomuto
Ucelu jiz v nékterych clenskych stitech pouzivaji; ze v piipadé
sporu se musi biologickd rozloZitelnost zkouSet spole¢nou
referencni metodou;

vzhledem k tomu, Ze pro sblizovdni zdkont clenskych statd
tykajicich se detergentd je nutno stanovit vhodné tolerance pro
méfeni biologické rozlozitelnosti, jak je uvedeno v clanku 4
smérnice Rady 73[404[EHS, k ochrané pied nespolehlivosti
zkugebnich metod, kterd by mohla vést k zamitavym rozhod-
nutim se zdvaznymi hospodaiskymi dasledky; Ze zamitavé
rozhodnuti musi byt pfijato pouze tehdy, kdyz vysledky zi-
skané analytickou metodou uvedenou v ¢lanku 2 vykazuji
aroveti biologické rozlozZitelnosti nizsi nez 80 %;

¢) Ur. vést. L 347, 17.12.1973, s. 53.
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vzhledem k tomu, Ze v souCasnosti je nutno z divodd tech-
nickych problémt a proto, aby se zabrénilo jinym nezadoucim
vlivim na zdravi a Zivotni prostfedi, pouZzivat pro nékteré
tcely mald mnozstvi téchto neiontovych povrchové aktivnich
latek s nizkou biologickou rozlozitelnosti; Ze viak bude nutno
mit pfesto mozZnost posuzovat pouzivani téchto povrchové
aktivnich  latek s nizkou  biologickou  rozlozitelnosti
v souvislosti s technickym pokrokem;

vzhledem k tomu, Ze technicky pokrok vyzaduje rychlé pri-
zptisobovéni technickych pozadavkd stanovenych smérnicemi
o detergentech; Ze pro usnadnéni provddéni nezbytnych opa-
tfeni urcenych k dosazeni tohoto cile je tfeba stanovit postup
piedpoklddajici dzkou spolupraci mezi clenskymi stdty
a Komisi prostfednictvim Vyboru pro pfizpasobeni technic-
kému pokroku smérnic pro odstranéni technickych prekdzek
obchodu na tdseku detergentd,

PRIJALA TUTO SMERNICL:

Cldnek 1

Tato smérnice se tykd metod zkouseni biologické rozlozitel-
nosti neiontovych povrchové aktivnich ldtek piitomnych
v detergentech definovanych v ¢lanku 1 smérnice 73/404/EHS.

Cldnek 2

V souladu s cldnkem 4 smérnice 73/404/EHS clenské stity
zakdzi na svém tzemi uvadéni na trh a pouzivani detergentu,
je-li hodnota biologické rozlozitelnosti neiontovych povrchové
aktivnich latek v ném obsazenych stanovend nékterou z téchto
metod mensi nez 80 %:

— metoda OECD, zvefejnénd v technické zpravé OECD ze dne
11. ¢ervna 1976, ,Metoda navrzend pro stanoveni biolo-
gické rozlozitelnosti povrchové aktivnich ldtek pouzivanych
v syntetickych detergentech®,

— metoda pouzivand v Némecku, zavedend ,Nafizenim
o rozlozZitelnosti iontovych a neiontovych povrchové aktiv-
nich lidtek v pracich a Cdisticich prostiedcich® ze dne
30. ledna 1977, zvefejnénd v Bundesgesetzblatt, 1977, Cast
I, s. 244, ve znén{ nafizeni ze dne 18. Cervna 1980
zvefejnéného v Bundesgesetzblatt, 1980, ¢ast I, s. 706,

— metoda pouzivand ve Francii, schvdlend vyhlaskou ze dne
28. prosince 1977, zvefejnénd v Journal officiel de la Répu-

blique frangaise ze dne 18. ledna 1978 a v technické normé
T 73-270 z bfezna 1974, zvefejnéné Association frangaise
de normalisation (AFNOR),

— metoda pouzivand ve Spojeném krdlovstvi, nazvand
,Zkouska v porézni nadobé, jak je popsdna v Technické
zpravé ¢. 70[/1978 Stiediska pro vyzkum vod (Water Re-
search Centre).

Cldnek 3

Postupem stanovenym v ¢l. 5 odst. 2 smérnice 73/404/EHS
bude stanovisko laboratofe k neiontovym povrchové aktivnim
latkdm zaloZeno na referenéni metodé (postupu potvrzujic
zkousky), kterd je popsdna v piiloze této smérnice.

Cldnek 4

Zmény pozadované pro piizptsobeni piilohy technickému
pokroku budou pfijaty v souladu s postupem stanovenym
v clanku 7b smérnice 73/404/EHS.

Cldnek 5

Ve smérnici 73/404/EHS se vkladaji tyto ¢lanky:

,Cldnek 2a

1. Do 31. bfezna 1986:

a) clenské staity mohou vyjmout tyto vyrobky z poZadavki
prvniho odstavce ¢lanku 2: nizkopénivé alkenoxidové
piisady k takovym ldtkdm, jako jsou alkoholy, alkylfe-
noly, glykoly, polyoly, mastné kyseliny, amidy nebo
aminy, pouZzivané ve vyrobcich na myti nddobf;

b) pozadavky ¢l. 2 odst. 1 se nevztahuji na alkdliim odolné
alkyl- a alkylarylpolyglykolethery na konci blokované
a na latky uvedené v pododstavci a) pouzivané
v Cisticich prosttedcich pro primysl potravin, ndpojt
a zpracovani kovil.

2. Odstavec 1 se pouzije na vy$e uvedené neiontové
povrchové aktivni latky, které jsou uvddény na trh po
30. zaif 1983, a pouze tehdy, maji-li vy3si droven biolo-
gické rozlozitelnosti nez existujici vyrobky pro stejné pou-
Zit.
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3. Pouzivani neiontovych povrchové aktivnich litek vy-
uzivajici pfechodné vyjimky uvedené v odstavcich 1 a 2
nesmi byt za béznych podminek pouzivani $kodlivé pro

Cldnek 7c
zdravi lidi nebo zvifat. 1

.V souladu s postupem stanovenym v ¢lanku 7b:

— odkazy na zkusSebni metody ve smérnicich uvedenych
Clének 7a v ¢lanku 4 budou v piipadé potieby aktualizovany
nebo doplnovany dalsimi odkazy na zkuSebni metody
1.  Ziizuje se Vybor pro pfizptsobeni technickému po- zavedené v ostatnich clenskych stdtech,
kroku smérnic pro odstranéni technickych piekdzek ob-
chodu na tseku detergentd, dale jen ,vybor!, ktery se sklada
ze zastupcl Clenskych stitli a predsedd mu zdstupce Ko-
mise.

— referencni metody (potvrzujici zkouska) v piilohdch
smérnic uvedenych v ¢ldnku 4 budou upravoviny za
Gcelem jejich piizplisobeni technickému pokroku.

2.  Tyto dpravy nesmi ovliviiovat nebo pozménovat
v zdporném smyslu pozadavky na biologickou rozlozitel-
nost povrchové aktivnich latek, které jiz byly stanoveny
v souladu s ¢lankem 4.

2. Vybor pfijme svijj jednaci fad.

Clanek 7b

1. Ma&-i byt zahdjen postup podle tohoto ¢lanku, pred-
nese véc vyboru jeho predseda, a to bud z vlastniho

podnétu, nebo na zddost zdstupce ¢lenského stitu. Clanek 6

2. Zéstupce Komise predlozi vyboru ndvrh opatfent, 1. Clenské stity uvedou v Géinnost predpisy nezbytné pro
kterd maji byt pfijata. Vybor zaujme stanovisko k ndvrhu dosazeni souladu s touto smérnici do osmndcti mésicti po
ve lhaté, kterou mize piedseda stanovit podle naléhavosti jejim ozndmeni. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.

véci. Stanovisko se pfijimd vétsinou stanovenou v ¢&l. 138 5

odst. 2 Smlouvy. 2. Clenské staty sdéli Komisi znéni vnitrostitnich pravnich

Predseda nehlasuje piedpist, které ptijmou v oblasti ptsobnosti této smérnice.

3. a) Komise pfjme zamyslend opatfeni, jsou-li Cldnek 7
v souladu se stanoviskem vyboru.

et VI Tato smérnice je uréena Clenskym stattm.
b) Pokud zamyslend opatfeni nejsou v souladu se J ym

stanoviskem vyboru nebo pokud vybor Zzddné
stanovisko nezaujme, ptedlozi Komise Radé ne- V Bruselu dne 31. biezna 1982
prodlené ndvrh opatfeni, kterd maji byt pfijata. ' '
Rada rozhodne kvalifikovanou vétsinou. 74 Rad
a Radu
¢) Pokud Rada nerozhodne do tif mésicti ode dne,

kdy ji byl ndvrh pfedlozen, pfijme navrhovand piedseda
opatfeni Komise. P. de KEERSMAEKER
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1.1

1.2

1.3

1.4

1.4.1

1.4.2

1.5

PRILOHA

STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI NEIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK

Referen¢ni metoda (potvrzujici zkouska)

KAPITOLA 1

Definice

Neiontové povrchové aktivni litky ve smyslu této smérnice jsou ty povrchové aktivni litky, které se po
prachodu meéni¢i kationtd a aniontii stanovi jako latky s aktivni reakci na bismut v souladu s analytickym
postupem popsanym v kapitole 3.

Zafizeni potiebné pro méfeni

Meéfici metoda pouzivd malé zafizeni pracujici s aktivovanym kalem zndzornéné na obrdzku 1 a podrobngji na
obrazku 2. Zafizeni sestdvd ze zdsobniku syntetické odpadni vody A, dédvkovaciho ¢erpadla B, provzdusiovaci
nadoby C, usazovaci nddoby D, mamutky E k recyklaci aktivovaného kalu a nddoby F pro jimani upravené
odtokové vody.

Nédoby A a F musf byt ze skla nebo vhodného plastu o obsahu nejméné 24 litrG. Cerpadlo B musi zaruovat
staly pratok syntetické odpadni vody do provzdusiovaci nadoby; tato nddoba obsahuje za bézného provozu ti
litry smésné kapaliny. Sintrovand provzdusiiovaci kostka G je zavéena v nddobé C ve vrcholu kuzele. Mnozstvi
vzduchu prochézejictho provzdusnovacem se sleduje pratokomérem H.

Syntetickd odpadni voda
Pro zkousku se pouzivd syntetickd odpadni voda. V jednom litru vodovodni vody se rozpusti:

160 mg peptonu,
110 mg masového extraktu,

30 mg mocoviny CO(NH,),,

7 mg chloridu sodného (NaCl),

4 mg chloridu vadpenatého (CaCl,.2H,0),

2 mg siranu hofecnatého (MgSO,.7H,0),

28 mg hydrogenfosforecnanu draselného (K,HPO,)

a 10 = 1 mg BIAS.

BiAS se extrahuje ze zkouSeného vyrobku metodou uvedenou v kapitole 2. Syntetickd odpadni voda se
piipravuje denné Cerstva.

Pfiprava vzorkd

Neformulované povrchové aktivni latky je mozno zkouSet v plivodnim stavu. Za ucelem piipravy syntetické
odpadni vody (1.3) musi byt stanoven obsah BiAS.

Formulované vyrobky se analyzuji na obsah BiAS, MBAS a mydla. Musi se extrahovat alkoholem a separovat
BiAS (viz kapitolu 2). Obsah BiAS v extraktu je nutno zndt k pfipravé syntetické odpadni vody.

Cinnost zafizeni

Nejdiive se naplni provzdusiovaci nddoba C a usazovaci nddoba D syntetickou odpadni vodou. Vysku nadoby
D je tfeba nastavit tak, aby objem obsaZeny v provzdusiiovaci nddobé C odpovidal 3 litrim. Naockovani se
provede pfidinim 3 ml sekunddrné vycisténé odtokové vody dobré jakosti, ¢erstvé odebrané z Cistirny pracujici
pfevazné s domovni odpadni vodou. Upravenou odtokovou vodu je nutno v obdobi mezi odbérem a pouzitim
uchovévat v aerobnich podminkdch. Poté se uvede do provozu provzdusiovaci zafizeni G, mamutka E
a ddvkovaci zafizeni B. Syntetickd odpadni voda musi protékat provzdusiiovaci nddobou C rychlosti jednoho
litru za hodinu; z toho vyplyvé stiedni retenéni doba 3 hodiny.
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1.6

1.7

Rychlost provzdusiovani je nutno regulovat tak, aby obsah niddoby C byl neustdle udrzovan v suspenzi a obsah
rozpusténého kysliku ¢inil nejméné 2 mg/L. Pénéni je nutno piedchdzet vhodnymi prostiedky. Nesméji se
pouzivat Cinidla proti pénéni, kterd inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji BiAS. Mamutku E je tieba nastavit
tak, aby se aktivovany kal z usazovaci nddoby kontinudlné a rovnomeérné recykloval do provzdusiiovaci nddoby
C. Kal, ktery se nashromdzdil kolem horni ¢asti provzdusnovaci nddoby C, na dné usazovaci niddoby D nebo
v cirkula¢nim okruhu, musi byt vricen do cirkulace nejméné jednou denné seskrabanim karti¢em nebo jinym
vhodnym zpiisobem. Pokud se kal neusazuje, je mozno zvysit jeho schopnost usazovani piidavky 2 ml 5 %
roztoku chloridu Zelezitého, opakovanymi podle potieby.

Odtokovd voda z usazovaci nddoby D se jimd v nddobé F po dobu 24 hodin, po té se po dikladném
promiseni odebere vzorek. Nddobu F je pak nutno peclivé vydistit.

Kontrola méficitho zafizeni

Obsah BiAS (v mg/L) v syntetické odpadni vodé se stanovi bezprostiedné pred pouzitim.

Obsah BiAS (v mg/L) v odtokové vod¢ jimané po dobu 24 hodin v nddobé F je tieba stanovit analyticky
stejnou metodou ihned po odbéru; jinak se musi vzorky uchovévat, nejlépe zmrazené. Koncentrace se musi
stanovit s presnosti na 0,1 mg/L BiAS.

Pro kontrolu té¢innosti probihajictho procesu se nejméné dvakrat tydné méff v odtokové vodé zfiltrované pres
skelnou vatu a jimané v nddobé F a ddle i ve zfiltrované syntetické odpadni vodé v nddobé A chemickd
spotieba kysliku (CHSK) nebo obsah rozpusténého organického uhliku (DOC).

Ubytek CHSK nebo DOC je ustdlen, kdyz se dosihne piiblizné pravidelného denntho biologického rozkladu
BiAS na konci zdbéhové doby zndzornéné na obrazku 3.

Obsah susiny v aktivovaném kalu obsazeném v provzdusiiovaci nddobé je nutno stanovit dvakrdt tydné v g/L.
Je-li jeho hodnota vy3si nez 2,5 g/L, musi byt nadbytecny aktivovany kal odstranén.

Zkouska rozkladu se provadi pii pokojové teploté; tato teplota musi byt stdld a musi se udrzovat mezi 292
a 297 K (19 - 24 °().

Vypocet biologické rozloZitelnosti

Vypocet procenta rozkladu BiAS se provadi denné na zakladé obsahu BiAS v mg/L v syntetické odpadni vodé
a v odpovidajici odtokové vodé jimané v nddobé F.

Takto ziskané hodnoty rozlozitelnosti se zndzornuji graficky tak, jak je uvedeno na obrazku 3.

Rozlozitelnost BiAS se vypocte jako aritmeticky primér hodnot ziskanych béhem 21 dni ndsledujicich po
zabéhové dobé¢, béhem nichz byl rozklad pravidelny a provoz zafizeni bezporuchovy. V zddném piipadé nemd
trvani zdbéhové doby presdhnout Sest tydnt.

Denni hodnoty rozkladu se pocitaji s pfesnosti na 0,1 %, ale kone¢ny vysledek se uddvd zaokrouhlené na
nejblizsi celé Cislo.

V nékterych pifpadech je mozno piipustit nizsi frekvenci odbéru vzorkd, avsak pro vypocet primérné hodnoty
je tieba pouzit nejméné 14 vysledkt ziskanych béhem 21 dni nésledujicich po zédbéhové dobe.
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KAPITOLA 2

PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VYROBKU

2.1 Uvodni poznimky
2.1.1  Uprava vzorksi

Uprava neiontovych povrchové aktivnich litek; a formulovanych detergentt pred stanovenim biologické
rozlozitelnosti v potvrzujici zkousce je tato:

Vyrobky Uprava
Neiontové povrchové aktivni latky Z4dné
Formulované detergenty Extrakce alkoholem ndsledovand separaci neiontovych po-
vrchové aktivnich latek na iontoménici

Ucelem extrakce alkoholem je odstranit z komeréniho vyrobku nerozpustné a anorganické slozky, které by za
urcitych okolnosti mohly narusit zkousky biologické rozlozZitelnosti.

2.1.2  Separace na iontoménici

Pro spravné provedeni zkousek biologické rozlozitelnosti se vyzaduje izolace a separace neiontovych povrchové
aktivnich ldtek z mydla, aniontovych a kationtovych povrchové aktivnich ldtek.

Toho se dosdhne pomoci iontoménice typu makroporézni ménicové pryskytice a vhodnych elu¢nich ¢inidel pro
frakeni eluci. Lze tak jednim postupem izolovat mydlo a aniontové a neiontové povrchové aktivni latky.

2.1.3  Analytickd kontrola

Po homogenizaci se stanovi koncentrace aniontovych a neiontovych povrchové aktivnich litek v syntetickém
detergentu analytickym postupem pomoci MBAS a BiAS. Obsah mydla se stanovi vhodnou analytickou
metodou.

Tato analyza vyrobkd je nutnd pro vypocet mnozstvi potiebnych k piipravé frakei pro zkousky biologické
rozlozitelnosti.

Kvantitativni extrakce neni nutnd; je vSak tfeba vyextrahovat nejméné 80 % neiontovych povrchové aktivnich
latek. Obvykle se dosahuje 90 % a vice.

2.2 Princip

Z homogenntho vzorku (prdsky, vysuSené pasty a odparky) se ziskd ethanolovy extrakt, ktery obsahuje
povrchové aktivni ltky, mydlo a dalsi slozky vzorku detergentu, rozpustné v alkoholu.

Ethanolovy extrakt se odpafi na suchy zbytek, rozpusti ve smési isopropanolfvoda a ziskany roztok se vede
pfes kombinaci silné kyselého katexu a makroporézniho anexu zahfdtého na 323 K (50 °C). Tato vysokd
teplota je nutnd, aby se zabranilo vysraZeni pfipadnych mastnych kyselin, které mohou byt pfitomny v kyselém
prostiedi.

Neiontové povrchové aktivni latky se ziskaji z odtokové vody odpatenim.

Kationtové povrchové aktivni ldtky, které by mohly rusit zkousku rozloZitelnosti a analyticky postup, se
odstrani katexem zafazenym pied anexem.

2.3 Chemikidlie a zafizeni
2.3.1 Deionizovand voda
232 Ethanol, 95 % obj. C,H.OH

(povolené denaturacni prostfedky: methylethylketon nebo methanol)
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2.3.3  Smés isopropanol/voda (50/50 obj.):
50 obj. dilt isopropanolu (CH,CHOH.CH,) a

50 obj. dilt vody (2.3.1.)
2.3.4  Roztok hydrogenuhlicitanu amonného (60/40 obj.):

0,3 molu NH,HCO, v 1 000 ml smési isopropanol/voda tvofené 60 obj. dily isopropanolu a 40 obj. dily vody
2.3.1)

2.3.5 Katex (KAT), silné kysely, rezistentni viici alkoholu (50-100 mesh)

2.3.6  Anex (AAT), makroporézni, Merck Lewatit MP 7080 (70-150 mesh) nebo ekvivalentni
2.3.7  Kyselina chlorovodikovd, 10 % HCl hmot.

2.3.8 2000 ml barika s kulatym dnem se zabrousenou zéitkou a zpétnym chladi¢em

2.3.9  Vakuovy filtr (ohfivatelny) o praméru 90 mm na filtra¢ni papiry

2.3.10 2000 ml filtra¢ni banka

2.3.11 lonexové kolony s ohffvacim pldstém a kohoutkem; vnitini trubice o priméru 60 mm a vysky 450 mm
(obr. 4)

2.3.12 Vodni lazen
2.3.13 Vakuové susdrna
2.3.14 Termostat

2.3.15 Rota¢ni odparka

2.4 Piiprava extraktu a separace nejontovych aktivnich ¢inidel
2.4.1  Priprava extraktu
Mnozstvi povrchové aktivnich latek potiebnych pro zkousku rozkladu je asi 25 g BiAS.

Pii piipravé extraktd pro zkousku rozkladu je tfeba pouzité mnozstvi vyrobku omezit nejvyse na 2 000 g. Za
tcelem ziskdni dostate¢ného mnozstvi pro zkousku rozkladu mize byt nezbytné provést postup dvakrat nebo
vicekrdt. ZkuSenost ukdzala, Ze je vyhodné pouzivat vétsi pocet malych extrakel nez jednu velkou.

2.4.2  Izolace slozek rozpustnych v alkoholu

250 g analyzovaného syntetického detergentu se pfidd k 1250 ml etanolu, smés se zahfeje k bodu varu
a zahiivd se za michdni pod zpétnym chladicem po dobu 1 hodiny. Horky roztok alkoholu se odsivd pres
hrubé pérovity vakuovy filtr zahtéty na 323 K (50 °C) a rychle se zfiltruje. Bafika a vakuovy filtr se promyji
piiblizné 200 ml horkého ethanolu. Filtrdt a ethanol z promyti filtru se shromdzdi ve filtra¢ni bance.

V piipadé analyz past nebo kapalnych vyrobki je tieba se presvédcit, ze ve vzorku neni obsazeno vice nez
25 g aniontové povrchové aktivni ltky a 35 g mydla. Tento odvdzeny vzorek se odpaii do sucha. Odparek se
rozpusti v 500 ml ethanolu a postupuje se vySe popsanym zplsobem.

V piipadé praskd o nizké sypné hustoté (< 300 g/L) se doporucuje zvysit podil ethanolu v poméru 20 : 1.

Ethanolovy filtrdt se odpaii do sucha, nejlépe v rotacni odparce. Je-li tieba vétstho mnozstvi extraktu, postup se
opakuje. Odparek se rozpusti v 5 000 ml smési isopropanol/voda.
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2.4.4

2.4.5

Priprava ionexovych kolon

Katexova kolona

600 ml katexové pryskyfice (2.3.5) se nasype do 3000 ml kddinky a pfelije se 2000 ml kyseliny
chlorovodikové (2.3.7). Nechd se stit nejméné dvé hodiny za obcasného promichdni. Kyselina se slije
a pomoci deionizované vody se pryskyfice prevede do kolony (2.3.11). V koloné musi byt zitka ze skelné
vaty. Kolona se promyva deionizovanou vodou rychlosti 10 =30 ml/min, aZ je eludt prosty chloridd. Voda se
vytésni 2 000 ml smési isopropanol/voda (2.3.3) rychlosti 10 — 30 ml/min. Tim je ionexovd kolona pfipravena
k provozu.

Anexovd kolona

600 ml anexové pryskyfice (2.3.6) se nasype do kddinky a pfelije se 2 000 ml deionizované vody. Pryskyfice se
nechd nejméné dvé hodiny bobtnat. Poté se pfevede pomoci deionizované vody do kolony. V koloné musi byt
zatka ze skelné vaty.

Kolona se promyvd 0,3 M roztokem hydrogenuhlic¢itanu amonného (2.3.4), az je prostd chloridi. K tomu je
tieba asi 5 000 ml roztoku. Znovu se promyje 2 000 ml deionizované vody. Voda se vytésni 2 000 ml smési
isopropanol/voda (2.3.3) rychlosti 10 — 30 ml/min. Tim je ionexovd kolona ve formé OH pfipravena
k provozu.

lonexovd separace

lIonexové kolony se spoji tak, aby katexovéd kolona byla umisténa pted anexovou kolonou. Kolony se zahieji na
323 K (50 °C) s pouzitim termostatické kontroly. 5 000 ml roztoku ziskaného podle bodu 2.4.2, se zahfeje na
333 K (60 °C) a vede se kombinaci kolon rychlosti 20 ml/min. Kolony se promyji 1 000 ml horké smési
isopropanol/voda (2.3.3).

Pro ziskdni neiontovych povrchové aktivnich litek se spoji filtrdt a roztoky z promyvani filtru a odpafi se do
sucha, nejlépe v rota¢ni odparce. Odparek obsahuje BiAS. Pfiddvd se deionizovand voda az do ziskdni urceného
objemu a v alikvotni ¢dsti se stanovi obsah BiAS, jak je uvedeno v kapitole 3.3. Roztok se pouzije jako
standardni roztok neiontovych syntetickych detergenti pro zkousku rozlozitelnosti. Roztok je nutno ptechova-
vat pii teploté pod 278 K (5 °C).

Regenerace ionexovych pryskyfic

Katex se po pouziti odstrani.

Anex se regeneruje promyvanim asi 5000 — 6 000 ml roztoku hydrogenuhlicitanu amonného (2.3.4) pri-
tokovou rychlosti piiblizné 10 ml/min, aZ je eludt prosty aniontovych povrchové aktivnich ldtek (zkouska
s methylenovou modt). Poté se anex promyje 2 000 ml smési isopropanol/voda (2.3.3). Anex je opét pfipraven
k provozu.

KAPITOLA 3

STANOVENI NEIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK V ROZTOCICH PRI ZKOUSCE BIOLO-

3.1

GICKE ROZLOZITELNOSTI

Princip

Povrchové aktivni ldtky se zkoncentruji a izoluji vypuzovanim plynem. MnoZstvi neiontovych povrchové
aktivnich litek v pouzitém vzorku by mélo byt v rozmezi 250 — 800 pg.

Povrchové aktivni ldtka ziskand vypuzenim plynem se rozpusti v octanu ethylnatém.

Po oddéleni fizi a odpafeni rozpoustédla se neiontovd povrchové aktivni ldtka vysrdzi z vodného roztoku
modifikovanym Dragendorffovym cinidlem (KBiJ, + BaCl, + ledova kyselina octovd).
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SraZenina se zfiltruje, promyje ledovou kyselinou octovou a rozpusti v roztoku vinanu amonného. Bismut
v roztoku se ztitruje potenciometricky roztokem pyrolidindithiokarbamédtu pii pH 4 — 5 s pouzitim hladké
platinové indika¢ni elektrody a kalomelové nebo stifbro/chloridostiibrné referen¢ni elektrody.

Metodu Ize pouzit pro neiontové povrchové aktivni ldtky obsahujici 6 — 30 alkylenoxidovych skupin.

Spotieba pii titraci se pro prepocet na referencni litku nonylfenol kondenzovany s 10 moly ethylenoxidu (NP
10) vyndsobi empirickym faktorem 54.

3.2 Cinidla a zafizeni
Pro pfipravu ¢inidel se pouzivd deionizovand voda.
3.2.1  Cisty octan ethylnaty, cerstvé piedestilovany.
3.2.2  Hydrogenuhlicitan sodny (NaHCO,) p.a.
3.2.3  Ziedénd kyselina chlorovodikovd (20 ml koncentrované kyseliny (HCl) zfedéné vodou na 1 000 ml)
3.2.4  Methanol p.a., Cerstvé piedestilovany, piechovavany ve sklenéné l1ahvi.
3.2.5 Bromkrezolové cerven, 0,1 g ve 100 ml methanolu.

3.2.6  Srazeci cinidlo: srdzeci cinidlo je smés dvou objemt roztoku A a jednoho objemu roztoku B. Smés se
piechovavd v hnédé lahvi a lze ji pouzit do jednoho tydne po smiSeni.

3.2.6.1 Roztok A

1,7 g dusicnanu oxidu bismutu p.a. (BIONO,H,0) se rozpusti ve 20 ml ledové kyseliny octové a doplni vodou
na 100 ml. Ddle se rozpusti 65 g jodidu draselného p.a. v 200 ml vody. Tyto dva roztoky se smisi v 1 000 ml
odmérné barnce, pfidd se 200 ml ledové kyseliny octové (3.2.7) a doplni vodou na 1 000 ml.

3.2.6.2 Roztok B
90 g chloridu barnatého (BaCl,.2H,0) p.a. se rozpusti v 1 000 ml vody.
3.2.7 Ledova kyselina octovd 99 — 100 % (niz8i koncentrace nejsou vhodné).

3.2.8  Roztok vinanu amonného: 12,4 g kyseliny vinné p.a. a 12,4 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g/ml) se
smisi a doplni vodou na 1 000 ml (nebo se pouzije ekvivalentni mnozstvi vinanu amonného p.a.).

3.2.9  Ziedény roztok amoniaku: 40 ml roztoku amoniaku p.a. (d = 0,910 g/ml) se ziedi vodou na 1000 ml.

3.2.10 Standardni tlumivy octanovy roztok: 40 g tuhého hydroxidu sodného p.a. se rozpusti v kddince v 500 ml vody
a nechd se zchladnout. Pfidd se 120 ml ledové kyseliny octové (3.2.7). Diikladné se promichd, ochladi a pfevede
do 1000 ml odmérné banky. Doplni se vodou po znacku.

3.2.11 Roztok pyrolidindithiokarbamdtu (zndmy jako ,karbatovy roztok®): 103 mg pyrolidindithiokarbamdtu sodného
(C,H,NNa$S,.2H,0) se rozpusti v asi 500 ml vody, pfidd se 10 ml n-amylalkoholu p.a. a 0,5 g NaHCO, p.a.
a doplni se vodou na 1000 ml.

3.2.12 Roztok siranu médnatého (pro standardizaci roztoku 3.2.11)
Zésobni roztok

1,249 g siranu médnatého (CuSO,.5H,0) p.a. se smisi s 50 ml 0,5 M roztoku kyseliny sirové a doplni vodou
na 1000 ml

Standardni roztok
50 ml zdsobniho roztoku se smisi s 10 ml 0,5 M roztoku H,SO, a doplni vodou na 1 000 ml.

3.2.13 Chlorid sodny p.a.
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3.2.14 Pistroj pro vypuzovéni plynem (viz obr. 5)
Pramér fritového kotouce musi byt stejny jako vnitfni primeér vélce.
3.2.15 Délici ndlevka 250 ml.
3.2.16 Magnetické michadlo s magnetem 25 — 30 mm.
3.2.17 Goochtv kelimek, pramér perforovaného dna = 25 mm, typ G 4.
3.2.18 Kruhové papirové filtry se skelnym vldknem o priméru 27 mm s primérem vldkna 0,5 - 1,5 pm.
3.2.19 Dveé filtra¢ni banky s adaptéry a pryzovymi manzetami, 500 a 250 ml.

3.2.20 Registra¢ni potenciometr vybaveny hladkou platinovou indikacni elektrodou a kalomelovou nebo stibro/chlo-
ridostiibrnou referenéni elektrodou o rozsahu 250 mV, s automatickou byretou o objemu 20 — 25 ml nebo
odpovidajicim zafizenim s ruéni obsluhou.

3.3 Metoda
3.3.1  Koncentrace a separace povrchové aktivni litky
Vodny vzorek se zfiltruje pies jakostni filtra¢ni papir. Prvnich 100 ml filtrdtu se vylije.

Odméfené mnozstvi vzorku, které obsahuje 250 — 800 pg neiontové povrchové aktivni litky, se pievede do
vypuzovactho piistroje, ktery byl pfedtim promyt octanem ethylnatym.

Pro zlep3eni separace se piidd 100 g chloridu sodného a 5 g hydrogenuhlicitanu sodného.

Je-li objem vzorku vétsi nez 500 ml, pfidaji se tyto soli do vypuzovaciho pfistroje v tuhé formé a rozpusti se
probubldnim dusikem nebo vzduchem.

Pouzije-li se vzorek o mensim objemu, rozpusti se tyto soli ve 400 ml vody a pak se piidaji do vypuzovaciho
piistroje.

Pridd se voda tak, aby hladina dosdhla k hornimu uzaviracimu kohoutu.
Na vodni hladinu se opatrné pfidd 100 ml octanu ethylnatého.
Promyvacka v ¢asti pro plyn (dusik nebo vzduch) se naplni do dvou tfetin octanem ethylnatym.

Pristrojem se nechd prochdzet plyn pratokovou rychlosti 30 — 60 1/h; doporucuje se zapojeni rotacniho
pritokoméru. Intenzita provzdusiiovdni se musi na pocitku zvySovat postupné. Rychlost priitoku plynu je
nutno nastavit tak, aby fize zistaly znatelné oddélené z divodu minimalizace miSeni fdzi{ a rozpousténi octanu
ethylnatého ve vodé. Po péti minutdch se pritok plynu zastavi.

Dojde-li k bytku organické fize rozpusténim ve vodé vétsimu nez 20 %, je nutno postup opakovat se zvldstni
pozornosti na rychlost probublani plynu.

Organicka féze se slije do délici ndlevky. Piipadnd voda v délici ndlevce z vodné fize — které by mélo byt jen
nékolik ml — se vrati do vypuzovaciho piistroje. Fize octanu ethylnatého se zfiltruje pfes suchy jakostni filtracni
papir do 250 ml kéddinky.

Do vypuzovaciho piistroje se pfidd dalsich 100 ml octanu ethylnatého a znovu se nechd prochazet dusik nebo
vzduch po dobu péti minut. Poté se organickd fdze ptepravi do délici nélevky pouzité pii prvnim déleni, vodnd
faze se odstrani a organickd fize se zfiltruje ptes tyZ filtr jako prvni podil octanu ethylnatého. Délici nalevka
i filtr se proplachnou asi 20 ml octanu ethylnatého.

Ethylacetdtovy extrakt se na vodni 1dzni odpafi do sucha (v digestofi). Pro urychleni odpafovani se na hladinu
roztoku zavede jemny proud vzduchu.

3.3.2  SrdZeni a filtrace

Suchy odparek podle 3.3.1 se rozpusti v 5 ml methanolu, pfidd se 40 ml vody a 0,5 ml zfedéného roztoku
HCl (3.2.3) a smés se promichd magnetickym michadlem.
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3.4

K tomuto roztoku se z odmérného vélce piidd 30 ml srdzectho ¢inidla (3.2.6). SraZenina se vytvoi po
opakovaném michdni. Po 10 minutich michdni se smés nechd nejméné pét minut stat.

Smés se zfiltruje pres Goochtiv kelimek, na jehoz dno se polozi filtra¢ni papir ze skelnych vldken. Nejdiive se
filtr promyje za odsdvani asi 2 ml ledové kyseliny octové. Poté se peclivé omyji kddinka, magnet a kelimek
ledovou kyselinou octovou, jiz je tieba asi 40 — 50 ml. Neni nutno pfevést kvantitativné na filtr sraZeninu,
kterd ulpéla na sténdch kddinky, protoze roztok sraZeniny se pro titraci vrati do srazeci kddinky a zbyvajici
srazenina se pak rozpusti.

Rozpusténi srazeniny

Srazenina ve filtra¢nim kelimku se rozpusti v horkém roztoku vinanu amonného (asi 80 °C, 353 K) (3.2.8),
ktery se pfiddva ve tfech ddvkdch po 10 ml Kazdd ddvka se pted odsitim filtrem do batiky nechd nékolik
minut stat v kelimku.

Obsah filtracni baniky se pievede do kddinky pouzité ke sraZeni. Stény kadinky se oplachnou dal§imi 20 ml
roztoku vinanu, aby se rozpustil zbytek sraZeniny.

Kelimek, adaptér a filtracni barika se peclivé oplachnou 150 — 200 ml vody a tato voda se vrati do kddinky
pouzité pro srdZeni.

Titrace

Roztok se promichd magnetickym michadlem (3.2.16), pfidd se nékolik kapek bromkrezolové cerveni (3.2.5)
a piidavd se zfedény roztok amoniaku (3.2.9), aZ se zbarveni zméni na fialové (roztok je mirné kysely
piftomnosti zbytku kyseliny octové pouzité k promyti).

Pak se pfiddé 10 ml standardniho tlumivého octanového roztoku (3.2.10), elektrody se zavedou do roztoku
a potenciometricky se titruje standardnim ,karbdtovym roztokem®, pficemz usti byrety je ponofeno do roztoku.

Rychlost titrace nesmi pfesdhnout 2 ml/min.

Bod ekvivalence je prisec¢ikem tecen obou vétvi kiivky potencidlu. Nékdy se pozoruje plochy priibéh inflexe
kiivky potencidlu; tomu je mozno se vyhnout peclivym o¢isténim platinové elektrody (vylesténim smirkovym
papirem).

Slepd stanoveni

Soubézné s celym postupem se provadi slepé stanoveni s 5 ml metanolu a 40 ml vody podle navodu
uvedeného v bodé 3.3.2. Spotfeba pii slepé titraci musi byt niz$i nez 1 ml, jinak je podezfeni na nedostatecnou
distotu Cinidel (3.2.3 - 3.2.7 — 3.2.8 — 3.2.9 - 3.2.10), zejména na jejich obsah tézkych kovd, a je nutno je
vyménit. Slepé stanoveni je nutno vzit v tvahu pfi vypoctu vysledkd.

Kontrola faktoru ,karbdtového roztoku*

Faktor karbdtového roztoku se stanovi v den pouziti. Po pfidini 100 ml vody a 10 ml standardniho
octanového tlumivého roztoku (3.2.10) se ztitruje 10 ml roztoku siranu médnatého (3.2.12) karbatovym
roztokem. Pokud je spotieba ,a“ ml, je faktor f:
f=—
a

a viechny vysledky titraci se ndsobi timto Cinitelem.

Vypocet vysledkit

Kazdd neiontovd povrchové aktivni ldtka md svij vlastni faktor, zdvisly na jejim sloZeni, zejména na délce
alkylenoxidového fetézce. Koncentrace neiontové povrchové aktivni latky se vyjadiuje ve vztahu ke standardni
ldtce — nonylfenolu s 10 ethylenoxidovymi jednotkami (NP 10) — pro ktery je pfepocitdvaci faktor 0,054.
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S pouzitim tohoto faktoru se zjisti mnozstvi povrchové aktivni litky pitomné ve vzorku, vyjddfené v mg
ekvivalentu NP 10:

(b-c) - - 0,054 = mg neiontové povrchové aktivni latky jako NP 10,

kde: b = objem ,karbitového roztoku“ spotiebovaného u vzorku (ml),
¢ = objem ,karbdtového roztoku“ spotiebovaného pii slepém stanoveni (ml),
f = faktor ,karbitového roztoku*.

3.5.  Vyjddfeni vysledki
Vysledky se vyjadii v mg/L jako NP 10 zaokrouhlené na nejblizsi 0,1.
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Obrdzek 1

vzduch
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vzduch
A. Zisobni nidoba E. mamutka
B. Dévkovaci zaFizen{ F. Sbérnd nidoba
C. Provzduiovacf komora (objem 3 L) G. Sintrovy provzdusfiovad

D. Usazovaci nddoba H.Vzduchovy priitokomér
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Obrdzek 4

Vyhiivand ionexovd kolona

(Rozméry v milimetrech)
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Obrdzek 5

Zafizeni pro vypuzovini plynem

(Rozméry v milimetrech)
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