15/sv. 1

Utedni véstnik Evropské unie 3

31973L0405

L 347/53

UREDNI VESTNIK EVROPSKYCH SPOLECENSTVI

17.12.1973

SMERNICE RADY
ze dne 22. listopadu 1973
o sblizovani pravnich pfedpisti ¢lenskych stitd tykajicich se metod zkouseni biologické rozlozZitelnosti
aniontovych povrchové aktivnich latek

(73/405/EHS)

RADA EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

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

s ohledem na smérnici Rady ze dne 22. listopadu 1973 (*) o sbli-
zovéni pravnich predpist ¢lenskych stta tykajicich se detergentd,
a zejména na ¢lanek 4 uvedené smérnice,

s ohledem na ndvrh Komise,

s ohledem na stanovisko Evropského parlamentu (2),

s ohledem na stanovisko Hospodéiského a socidlniho vyboru (3),

vzhledem k tomu, Ze aby ¢lenské stity mohly stanovit Groven
biologické rozlozitelnosti aniontovych povrchoveé aktivnich latek,
je Zddouci pouzivat metody zkousent, které se k tomuto tcelu jiz
v nékterych ¢lenskych statech pouzivaji; ze v ptipadé sporu se
musi biologickd rozlozZitelnost zkouset spole¢nou metodou;

vzhledem k tomu, Ze v oblasti sblizovani pravnich pfedpisti ¢len-
skych statt tykajicich se detergentti je nutno stanovit vhodné tole-
rance pro méfeni biologické rozlozitelnosti, jak je rovnéz uve-
deno v ¢ldnku 4 smérnice Rady ze dne 22. listopadu 1973, za
tielem zohlednéni nespolehlivosti zkusebnich metod, kterd by
mohla vést k zamitavym rozhodnutim se zdvaZnymi
hospodéiskymi disledky, ze zamitavé rozhodnuti mize byt
pfijato pouze tehdy, kdyz analyza ukdze troven biologické rozlo-
zitelnosti nizsi nez 80 %,

() Ut vést. L 347,17.12.1972,s. 51.
() Ut vést. € 10, 5.2.1972, 5. 29.
() Ut vést. C 89, 23.8.1972, 5. 13.

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1

Tato smérnice se tykd metod zkouseni biologické rozlozitelnosti
aniontovych povrchové aktivnich latek.

Cldnek 2

V souladu s ¢lankem 4 smérnice Rady ze dne 22. listopadu 1973
vzhledem k nespolehlivosti zkusebnich metod clenské staty
zakdz{ uvadét na trh a pouzivat na svém tizemi detergenty, jejichz
tiroven biologické rozlozitelnosti je mensi nez 80 % a byla stano-
vena samostatnou analyzou v souladu s nékterou z téchto metod:

— metoda pouzivand ve Francii, schvilend vyhldskou ze dne
11. prosince 1970, zvefejnénd v ,Journal officiel de la Répub-
lique francais“ ¢. 3 ze dne 5. ledna 1971, a v experimentélni
normé T 73-260 z tinora 1971 zvefejnéné v ,Association
francaise de normalisation“ (AFNGR),

— metoda pouzivand ve Spolkové republice Némecko, schvélend
,Naifzenim o rozlozZitelnosti detergentt v pracich a isticich
prostiedcich®ze dne 1. prosince 1962, zvefejnéném v Bundes-
gesetzblatt, ¢ast I, s. 698,

— metoda OECD, zvefejnénd v technické zpravé OECD ze dne
29. prosince 1970, ,Stanoveni biologické rozlozitelnosti
aniontovych syntetickych povrchové aktivnich ldtek”.

Cldnek 3

Postupem stanovenym v ¢l. 5 ods. 2 smérnice Rady ze dne
22. listopadu 1973 bude stanovisko laboratofe k aniontovym
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povrchové aktivnim ldtkd mzaloZeno na postupu potvrzujici
zkousky uvedenév metodé OECD, kterd je popsdna v piiloze této
smérnice.

Cldnek 4

1. Clenské staty uvedou v Gcinnost prévni a spravni predpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici do osmndcti
mésicti od jejtho ozndmenti a neprodlené o nich uvédomi Komisi.

2. Clenské staty zajisti, aby Komise byla informovédna o znéni
hlavnich vnitrostatnich pravnich pfedpist, které pfijmou v oblasti
ptisobnosti této smérnice.

Cldnek 5

Tato smérnice je urCena ¢lenskym stattim.

V Bruselu dne 22. listopadu 1973.

Za Radu
piedseda

J. KAMPMANN
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PRILOHA

STANOVENI BIOLOGICKE ROZLOZITELNOSTI ANIONTOVYCH POVRCHOVE AKTIVNICH LATEK

1.1

1.2

1.3

1.3.2.1

1.3.2.2

REFERENCN[ METODA

KAPITOLA 1

Za¥izeni potiebné pro méfeni

Méfici metoda pouzivd malé zafizeni pracujici s aktivovanym kalem zndzornéné na obrazku 1
a podrobngji na obrzku 2.

Zafizeni sestdva ze zdsobniku A pro syntetické odpadni vody, ddvkovaciho erpadla B, provzdusnovaci
nadoby C, usazovaci nddoby D, mamutky E k recyklaci aktivovaného kalu a nddoby F pro jimdni
upravené odtokové vody.

Nadoby A a F musi byt ze skla nebo vhodného prthledného plastu o obsahu nejméné 24 1. Cerpadlo B
musi zarucovat staly prutok syntetické odpadni vody do provzdusiiovaci nddoby; tato nddoba obsahuje
za bézného provozu 3 1 smésné kapaliny. Sintrovand provzdusniovaci kostka G je zavésena v nadobé C
ve vrcholu kuzele. Mnozstvi vzduchu prochazejictho provzdusnovacem se sleduje pritokomérem H.

Syntetickd odpadni voda

Pro zkousku se pouzivd syntetickd odpadni voda pfipravovand denné v mnozstvi 24 I roztoku, ktery
v kazdém litru vodovodni vody obsahuje tyto latky:
160 mg peptonu,
110 mg masového extraktu,
30 mg mocoviny,
7 mg chloridu sodného,
4 mg chloridu vdpenatého, CaCl,.2 H,O,
2 mg siranu hofe¢natého, MgSO,.7 H,0 a
20 * 2 mg latky aktivni na methylenovou modi (MBAS).

MBAS se extrahuje ze zkouSeného vyrobku metodou uvedenou v bodu 2.1.2 kapitoly 2. Syntetickd
odpadni voda se pfipravuje denné Cerstvd.

Piiprava vzorki

Zakladni vyrobky, které obsahuji pouze MBAS, mohou byt zkouseny v ptivodnim stavu. Obsah MBAS
musi byt stanoven pro piipravu zkusebniho roztoku (M).

Formulované vyrobky se analyzuji na obsah MBAS a mydla. Musi se extrahovat alkoholem v souladu
s témito podminkami:

Isopropanolova extrakee, jestliZe vzorek obsahuje méné mydla nez MBAS (viz kapitola 2).

Isopropanolova extrakce a odstranéni mydla, jestliZe vzorek obsahuje vice mydla nez MBAS (viz
kapitola 2).
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1.4

1.5

1.6

1.7

Pro piipravu zkusebnich roztokt (M) musi byt zndm obsah MBAS v obou extraktech.

Cinnost zafizeni

Nejdiive se naplni provzdusiovaci nddoba C a usazovaci nddoba D syntetickou odpadni vodou. Vysku
nadoby D je tieba nastavit tak, aby objem obsaZeny v provzdusiiovaci nddobé C byl 3 litry. Poté se uvede
do provozu provzdusiovaci zafizeni G, mamutka E a ddvkovaci zafizeni B. Syntetickd odpadni voda
musi protékat provzdusnovaci nddobou C rychlosti jednoho litru za hodinu; z toho vyplyva stiedni
reten¢ni doba 3 hodiny.

Rychlost provzdusnovani je nutno regulovat tak, aby obsah nddoby C byl neustale udrzovén v suspenzi
a obsah rozpusténého kysliku ¢inil nejméné 2 mg/litr. Pénéni je nutno predchdzet vhodnymi prostiedky.
Nesméji se pouzivat ¢inidla proti pénéni, kterd inhibuji aktivovany kal nebo obsahuji MBAS. Mamutku
E je tieba nastavit tak, aby se aktivovany kal z usazovaci nddoby kontinudlné a pravidelné recykloval do
provzdusiovaci nddoby C. Kal, ktery se nashromazdil kolem horni ¢asti provzdusnovaci nidoby C, na
dné usazovaci nddoby D nebo v cirkula¢nim okruhu, je nutno vracet do cirkulace nejméné jednou denné
seskrabdnim kartd¢em nebo jinym vhodnym zptisobem. Pokud se kal neusazuje, je mozno zvysit jeho
hustotu piidavky 2 ml 5 % roztoku chloridu Zelezitého, opakovanymi podle potieby.

Odtokové voda z usazovaci nidoby D se jimd v niddobé F po dobu 24 hodin, po této dobé se po
dukladném promiseni odebere vzorek.

Nédobu F je pak nutno peclivé vycistit.

Kontrola méficiho zafizeni

Obsah MBAS (v mg/litr) v syntetické odpadni vodé¢ se stanovi bezprostiedné pted pouzitim.

Obsah MBAS (v mg/litr) v odtokové vodé jimané po dobu 24 hodin v nddob¢ F je tieba stanovit
analyticky stejnou metodou co nejdfive po odbéru. Koncentrace musi byt stanovena s piesnosti na
0,1 mg MBAS/L.

Pro kontrolu t¢innosti probihajictho procesu se nejméné dvakrat tydné ve filtrované syntetické odpadni
vodg, stejné tak jako v odtokové vodé jimané v nddobé F, zméf{ chemickd spotieba kysliku (CHSK).

Ubytek CHSK se vyjadiuje v procentech.

Ubytek CHSK je ustdlen, kdyZ se dosdhne piiblizné pravidelného denniho odbourdvani MBAS, tzn. na
konci zdbéhové doby, jak zndzorfiuje obrazek 3.

Ztrata zthdnim susiny v aktivovaném kalu v provzdusiovaci nddobé by méla byt stanovena dvakrat
tydné (v g/litr). Je-li jeji hodnota vy3si nez 2,5 g/L, musi byt nadbytecny aktivovany kal odstranén.

Zkouska se provadi pii pokojové teploté; tato teplota musi byt stdld a nesmi klesnout pod 18 °C ani
pieséhnout 30 °C.

Vypocet biologické rozloZitelnosti

Vypocet procenta rozkladu MBAS se provaddi denné na zdkladé obsahu MBAS v mgllitr v syntetické
odpadni vodé a v odpovidajici odtokové vodé jimané v nddobé F.

Takto ziskané hodnoty rozloZitelnosti se zndzornwuji graficky tak, jak je uvedeno na obrdzku 3
(pozndmka 1.7.2).

Rozlozitelnost MBAS se vypocte jako aritmeticky prtimér hodnot, ziskanych béhem 21 dni, které

nasleduji po zdbéhové dobé, béhem nichz byl rozklad pravidelny a provoz zafizeni bezporuchovy.
V zddném pifpadé nema trvani zabehové doby presdhnout Sest tydni.

Pozndmky

Pii stanoveni biologické rozlozitelnosti zohlednuji nékteré pravni pfedpisy obsah mydla.

V nékterych pifpadech je mozno pfipustit nizsi frekvenci odbéru vzorkd, zhruba 1 vzorek kazdé dva az
tii dny, avSak pro vypocet primérné hodnoty je tfeba pouzit nejméné 14 vysledka ziskanych béhem 21
dni nésledujicich po zdbéhové dobe.
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2.1

2.1.1.1

2.1.1.2

2.1.1.3

KAPITOLA 2
PREDBEZNA UPRAVA ZKOUSENYCH VYROBKU

Extrakce alkoholem

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

Kvantitativni oddéleni téchto slozek neni nutné, ani neni nutnd kvantitativni extrakce aktivnich slozek.
I tak je v3ak tieba, aby nejméné 90 % slozek s aktivni reakci na methylenovou modr z vyrobku, ktery
ma byt zkousen, bylo zkoncentrovino v extraktu.

Pro piipravu alkoholovych extraktd jsou vhodné dvé metody, jedna pouzivajici ethanol a druhd

pouzivajici isopropanol. Isopropanolové metoda je zvlasté vhodnd, pokud se jednd o velkd mnozstvi
materidlu, jak vyzaduje potvrzujici zkouska.

Ethanolovy extrakt

Priprava vzorkd
i) Prasky
Pripravi se pfiblizné 250 g vzorku bud kvartovanim, nebo podle Doporuceni ISO ¢. 607.

Vzorek se rozdrti na domdcim rotaénim mlynku tak, aby vysledné ¢dstice prachu nebyly vétsi nez
250 mikrond.

Prések se opatrné promisi a ulozi do vhodného obalu.
ii) Kapaliny

Odvazi se asi 40 g homogenizované latky s pfesnostina 0,1 g a pfenese se do bariky s kulatym dnem,
popsané v 2.1.1.2 iii) niZe.

Pfidd se 50 ml ethanolu (2.1.1.2 ii)) a odpafuje se na vodni 1dzni do sucha za soucasného odsavani

tékavych zplodin tak dlouho, az se dvé ndslednd vazeni neli3{ vice nez o 0,1 g. K vdZeni maze byt
pouzita jakdkoliv vdha s presnosti 0,01 g.

Ptiprava roztoku v ethanolu
i) Princip:

Ethanolovd extrakce dostate¢ného mnozstvi latky pro stanoveni obsahu mydla nebo jinych aniontt
nebo pro biologické zkousky.

i) Cinidlo:
95 % az 96 % ethanol.

iii

Vybavent:

Bézné laboratorni vybaveni, které obsahuje zvldsté:

banku o objemu 1 L s kulatym dnem, kratkym hrdlem a vnitinim zdbrusem 29-32;
vertikdlni chladi¢ s vnéjsim zdbrusem 29-32 o délce 400 mm;

fritovy filtr 10-20 mikrond; odmérnou barku o objemu 1 litr.

Postup

Zndmd navazka E (t.j. 40 g + 1 g) ldtky (2.1.1.1 1)) se nasype do 1 litrové baiiky nebo se pouzije pevny
extrakt pfipraveny podle 2.1.1.1 ii)

Pridd se 500 ml ethanolu (2.1.1.2 ii)), pfipoji se chladi¢ a vaii se po dobu 15 minut. Poté se slije kapalnd
vrstva a horkd se odsaje pfes fritovy filt. Tento postup se aplikuje dvakrat na zbytky v bance, k ¢emuz
se pouzije dvou dévek ethanolu po 200 ml. Extrakty se spoji kvantitativné s oplachy filtru v odmérné
barice, doplni do 1 litru ethanolem a dokonale se promisi.
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2.1.2.1

2.1.2.2

2.1.2.3

Isopropanolovy extrakt

Potfebné mnozstvi, které odpovida asi 50 g MBAS v extraktu, se vypocitd z obsahu MBAS v komer¢nim
vyrobku. Toto mnoZstvi je dostacujici pro dvé potvrzujici zkousky.

Vybaveni

Podle rozsahu stanovent:

Néadoby: Objem 3 — 25 litrli, napt. dlouhohrdlé ldhve nebo smaltované nadoby.

Michacky: Rychle rotujici michadla vrtulového nebo kulickového typu.

Odsdvaci filtry (Biichner). Az do praméru 30 cm.

Odsdvaci banky: Az do objemu 20 litrt.

Délici nélevky: Az do objemu 20 litrt.

Destila¢ni bariky: AZ do objemu 10 litri.

Jimaci banky: Az do objemu 10 litra.

Porceldnové misky: O priméru okolo 20 cm.

Destila¢ni kolony, chladice, vodni lazné.

Cinidla

Destilovana nebo demineralizovand voda.

Isopropanol, ¢isty.

Uhli¢itan draselny (K,CO;), chemicky disty.

Hydroxid draselny (KOH), 10 % roztok.

Postup

i)

Predbéznd tGprava

Pevné komercni vyrobky: smisi se s destilovanou vodou (2.1.2.4 i)) na jemnou pastu za Gcelem
rozbiti jakychkoliv struktur pFitomnych v pasté (michd se 10 minut). Na kazdych 100 g pouzité vody
se piidd 60 g uhli¢itanu draselného a stdle se michd (10 minut) do rozpusténi.

Kapalné nebo polokapalné komeréni vyjrobky: Upravuji se v podstaté stejnym zptisobem jako pevné
vyrobky. Kapalny podil odpafeny na vodni ldzni, ktery se stanovi pfedbéznou zkouskou na pfiblizné
10 g ldtky, se povaZuje za obsah vody, i kdyzZ jsou zde jesté pFitomna tékavd organickd rozpoustédla.
Mnozstvi pfidaného uhli¢itanu draselného bude zdviset na obsahu vody, stanoveném, jak je uvedeno
vyse.

Kyselé suspenze nebo roztoky: neutralizuji se pfiddnim 10 % roztoku hydroxidu draselného jesté
pfed pfiddnim uhlicitanu draselného.

Extrakce

Pfidd se isopropanol, smés se michd po dobu 30 minut a zfiltruje se odsinim. Opakované se
opldchne zbytek na filtru malym mnozstvim isopropanolu. Filtrat, ktery se musi v kazdém piipadé
rozdélit do 2 vrstev v odsdvaci bance, se spldchne pomoci isopropanolu do délici baiiky. Spodni
vodnd vrstva se odpusti a odstrani; vrchni isopropanolova vrstva se zfiltruje pies sklddany filtr do
destila¢ni bariky a poté pokud mozno kvantitativné oddestiluje na vodni ldzni (2.1.2.4 iii)). Desti-
la¢ni zbytky se prevedou kvantitativné opldchnutim isopropanolem do porceldnové misky a na
vodni ldzni se obsah za ¢astého michdni zahusti. Zahustovaci proces pokracuje tak dlouho, az nds-
lednd dvé vdzeni v rozmezi 1 hodiny vykazuji rozdil mensi nez 10 g. Extrakt se rozpusti ve vodé na
vodni ldzni a v tomto roztoku se stanovi obsah MBAS.

Pak:

g MBAS v roztoku extraktu

— x100 = % MBAS extrakéni vytézek
g MBAS v komerénim vyrobku

2.1.2.4 Pozndmky

Pii provadéni extrakce je tfeba vzit v Givahu toto:
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(i) Rozdilnost komer¢nich vyrobku je takovd, Ze nelze specifikovat optimalni relativni poméry vody
a isopropanolu, které se maji pouzit pii zkouseni daného vyrobku, protoZe se méni piipad od
piipadu. Nicméné zkusenosti ukdzaly, Ze potiebnd mnozstvi jsou v téchto pomérech:

Komer¢ni vyrobek: Voda: Isopropanol:
(hmotnostni dil) ~ (obj. dil) ~ (obj. dil)
1 0,5-2 1-2,5

V podstaté viak neexistuji horni limity pro vodu a isopropanol.

Cim vice litky mé tendenci se shlukovat do suspenze, tim vice je tieba pridat vody; vodu je tfeba
pfidévat, dokud je pti michdni na dné sediment.

Objem isopropanolu v praxi nemd byt mensi, neZ uvadi tento vztah:
Komeréni vyrobek: isopropanol = 1: 1

Vétsi objem isopropanolu je potfeba, pokud obsah MBAS v komer¢nim vyrobku zna¢né piesdhne
10 % nebo jestlize pfi michdni dojde k rychlému oddéleni isopropanolové a vodné fize.

i) Vodnd fize musi byt saturovdna uhli¢itanem draselnym; maly nadbytek neni skodlivy. Jestlize
koncentrace uhli¢itanu draselného je piili§ mald, pak se fize bud neoddéli, nebo isopropanolové fize
obsahuje pfili§ mnoho vody, coz oboji md nezadouci vliv na extrakéni proces.

iii

Isopropanolovy destildt obsahuje vodu a musi byt nasycen uhli¢itanem draselnym; spodni vrstva,
kterd se oddéli, musi byt odstranéna. Isopropanol, ktery ziistal, mtze byt pouzit pro Cerstvou
extrakei. Destildty ziskané pti zkouseni kapalnych komer¢nich vyrobkd se nesméji pouzit s ohledem
na moznou piftomnost jinych rozpoustédel.

Oddélovani mydla z isopropanolového extraktu

Zkouseni biologické rozlozZitelnosti MBAS u komer¢nich vyrobki muaize byt zkresleno, i kdyZ se pouzije
isopropanolovy (IPA) extrakt. Kiivky rozkladu pfirozené snadno se rozkladajictho MBAS se pak mohou
zdat podobné tém, které odpovidaji nizké rozlozitelnosti TBS. Pfed zkousenim rozlozitelnosti MBAS je
pak nutné oddélit rusivé mydlo z alkoholového extraktu.

Tato specifikace je ur¢ena k zabezpeceni preparaéniho odstranovani dosti velkého mnozstvi mydla z IPA
extraktu. Ziskany extrakt je pouzivan jen pro zkouseni rozlozZitelnosti MBAS a nesmi byt pouzit pro dalsi
analytickd stanoveni a separace.

Princip oddélovani mydla

Dostatecné mnozstvi IPA extraktu k ziskdni nejméné 25 g MBAS se rozpusti v methanolu. Roztok se
okyseli kyselinou chlorovodikovou, aby se uvolnily mastné kyseliny obsazené v mydle. Po ptidani vody
v poméru 80:20 methanol/voda se mastné kyseliny extrahuji petroletherem a extrakt se odstrani. Fize
methanol/voda se opét zalkalizuje a odpaif do sucha.

Pevny zbytek se pouzije pfimo pro zkousku rozloZitelnosti po stanoveni jeho obsahu MBAS.

Postup

Ve 2litrové Erlenmayerové bance se rozpusti mnoZstvi IPA extraktu obsahujici nejméné 30 g MBAS
v piiblizné 100 ml methanolu za mirného zahtivéni. Po pfiddni celkem 800 ml methanolu se pfidd 5-10
kapek roztoku bromfenolové modii (0,04 %) a titruje se na pH 3 (zluté zabarveni) 2N roztokem kyseliny
chlorovodikové. Po zapocteni objemu pfidané kyseliny chlorovodikové se doplni destilovanou vodou
na celkovy objem 1 litru. Roztok bromfenolové modii: 0,4 g bromfenolové modii se rozpusti ve 200
ml 96 % ethanolu a doplni se destilovanou vodou do 1 litru.
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Za Gcelem extrakce mastnych kyselin se protfepe roztok jednou s 300 ml a dvakrdt s 200 ml n-hexanu
v délici nalevce odpovidajici velikosti. Je-li to nutné, miZe se extrakce provést v nékolika malych délicich
nalevkach. Kdyz se objevi zakalené pfechodné vrstvy, pfidaji se ke spodni fazi v prvnich dvou extrakcich
a k vrchni fazi posledni extrakce. Jestlize neni primérny objem roztoku dostacujici pro rozpousténi
a extrakei v pifpadé velmi vysokého obsahu mydla, mize se pouzit odpovidajici ndsobek.

Spoji se n-hexanové frakce a promyji 200 ml smési methanol-voda (80:20). Zakalené pfechodné vrstvy
se zachyti v n-hexanové fazi, kterd se odstrani.

Spoji se methanol-vodné fize a titruje se na pH 9 1IN roztokem hydroxidu sodného na fenolftalein.
Roztok se zahustuje na vodni 1dzni tak dlouho, az se methanol odpafi a extrakt se na vodn{ ldzni znovu
rozpusti ve vodé. Obsah MBAS tohoto roztoku se stanovi pomoci vyse popsané metody.
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