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TARYBOS DIREKTYVA
1973 m. lapkricio 22 d.
dél valstybiy nariy jstatymy, susijusiy su anijoniniy pavirSinio aktyvumo medziagy biologinio skilimo
tyrimo metodais, suderinimo

(73/405/EEB)

EUROPOS BENDRIJUJ TARYBA,

atsizvelgdama | Europos ekonominés bendrijos steigimo sutartj,
ypac i jos 100 straipsni,

atsizvelgdama i 1973 m. lapkricio 22 d. Tarybos direktyva () dél
valstybiy nariy jstatymy, susijusiy su plovikliais, suderinimo, ypa¢

jjos 4 straipsni,

atsizvelgdama j Komisijos pasitilyma,

atsizvelgdama j Europos Parlamento nuomong (),

atsizvelgdama j Ekonomikos ir socialiniy reikaly komiteto
nuomone (3),

kadangi siekiant sudaryti galimybe valstybéms naréms nustatyti
anijoniniy pavirsiniy aktyvumo medziagy biologinio skilimo
laipsni, patartina tam tikslui taikyti kai kuriose valstybése narése
jau naudojamus tyrimo metodus; kadangi vis délto biologinis ski-
limas gin¢y atvejais turi bati tirilamas taikant bendra metoda;

kadangi atsizvelgiant { valstybiy nariy jstatymy, susijusiy su plo-
vikliais, suderinima turéty biti nustatytos tinkamos biologinio ski-
limo matavimo paklaidos, kaip tai yra numatyta 1973 m. lapkri-
¢io 22 d. Tarybos direktyvos 4 straipsnyje, tam, kad bty
atsizvelgta j naudojamy metody nepatikimuma, dél ko gali biiti
atmetami sprendimai, turintys svarbias ekonomines pasekmes ir
kadangi tokie sprendimai turi baiti atmetami tik tuo atveju, kai ana-
lizé rodo, kad biologinio skilimo laipsnis yra maZesnis nei 80 %,

() OLL347,19731217,p.51.
() OLC10,197225,p. 29.
() OLC 89,1972 823, p. 13.

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Si direktyva taikoma anijoniniy pavirsinio aktyvumo medziagy
biologinio skilimo tyrimo metodams.

2 straipsnis

Pagal 1973 m. lapkric¢io 22 d. Tarybos direktyvos 4 straipsni,
valstybés narés, tinkamai atsizvelgdamos | tyrimo metody nepa-
tikimuma, turi drausti ploviklj pateikti  rinkg ir jj naudoti savo
teritorijoje, jeigu jo biologinio skilimo laipsnis yra maZesnis nei
80 %, kuris nustatomas atlikus vieng analiz¢ vienu i§ toliau i§var-
dyty metody:

— Pranciizijoje naudojamu metodu, patvirtintu 1970 m. gruo-
dzio 11 d. jsaku, paskelbtu 1971 m. sausio 5 d. ,Journal offi-
ciel de la Republique Francaise“ Nr. 3 ir 1971 m. vasario mén.
priimtu eksperimentiniu standartu T 73-260, kurj paskelbé
»Association francaise de normalisation“ (AFNGR),

— Vokietijos Federacinéje Respublikoje naudojamu metodu,
1962 m. gruodzio 1 d. patvirtintu ,Verordnung iber die
Abbaubarkeit von Detergentien in Wasch- und Reinigungs-
mitteln” ir paskelbtu , The Bundesgesetzblatt*, 1 dalis, p. 698,

— EBPO metodu, paskelbtu 1970 gruodzio 29 d. EBPO
techninéje ataskaitoje ,Dél modeliniy anijoniniy pavirinio
aktyvumo medziagy biologinio skilimo nustatymo*.

3 straipsnis

1973 m. lapkricio 22 d. Tarybos direktyvos 5 straipsnio 2 dalyje
numatyta tvarka laboratorijos nuomoné apie anijonines pavirsinio
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aktyvumo medziagas grindZiama ,patvirtinancio tyrimo procedi-
ra“pagal EBPO metodg, apibadinta $ios direktyvos priede.

4 straipsnis

1. Valstybés narés priima istatymus ir kitus teisés aktus, kurie, si-
galioje per 18 ménesiy nuo pranesimo apie $ig direktyva dienos,
igyvendina $ig direktyva, ir apie tai nedelsdamos pranesa Komisijai.

2. Valstybés narés pateikia Komisijai Sios direktyvos taikymo sri-
tyje priimty nacionalinés teisés akty pagrindiniy nuostaty tekstus.

5 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1973 m. lapkricio 22 d.
Tarybos vardu
Pirmininkas

J. KAMPMANN
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PRIEDAS

ANIJONINIY PAVIRSINIO AKTYVUMO MEDZIAGU BIOLOGINIO SKILIMO NUSTATYMAS

1.1.

1.2.

1.3.

1.3.2.1.

1.3.2.2.

PAMATINIS METODAS

1 SKYRIUS

Matavimo prietaisai

Matuojant $iuo metodu naudojamas nedidelis aktyvintas dumblinis augalas, kaip pavaizduota 1
paveiksle ir smulkiau pavaizduota 2 paveiksle.

[ranga sudaro indas A, skirtas modelinéms nuotekoms laikyti, dozatorius B, aeratorius C, nusodintuvas
D, erliftas E, skirtas aktyvintam dumblui perdirbti, ir indas F, skirtas perdirbtam skys¢iui surinkti.

Indai A ir F turi biti pagaminti i stiklo arba tinkamo permatomo plastiko. Jy talpa turi biti ne mazesné
kaip 24 litrai. Siurbliu B modelinés nuotekos nuolat patenka j aeratoriy. Siame inde, atlickant analize,
biina 3 litrai tirpaly misinio. Lydyto stiklo kubas G, kuriame vyksta aeracija, patalpinamas indo C kiiginés
dalies vir§iinéje. Oro srauto, tekancio per aeratoriy, kiekis turi baiti matuojamas oro srauto matuokliu.

Modelinés nuotekos

Modelinéms nuotekoms analizei kasdien paruosiama 24 litrai tirpalo naudojant vandentiekio vandeni,
kurio kiekviename litre yra iy medziagy:
160 mg peptono,
110 mg mésos ekstrakto,
30 mg karbamido,

7 mg natrio chlorido,

4 mg kalcio chlorido (x 2 H,0),

2 mg magnio sulfato (x 7 H,0, gali biti su 20 ar maziau molekuliy vandens),

20 * 2 mg metileno mélynuoju aktyvintos medziagos (toliau MBAS).

MBAS ekstrahuojama i§ produkto, kuris tiriamas metodu, pateiktu 2 skyriuje (2.1.2). Modelinés
nuotekos tyrimui rengiamos kiekvieng diena.

Pavyzdziy paruoSimas

Pagrindiniai produktai, kuriy sudétyje yra tik MBAS, gali bati analizuojami ir pradiniame tirpale. MBAS
kiekis turi baiti nustatytas, kad baty galima paruosti bandomajj tirpalg (M).

Tyrimo metu susidaranciuose produktuose nustatoma MBAS ir muilo kiekis. Jos turi biiti nustatomos
spiritinés ekstrakcijos budu pagal toliau nurodytas salygas:

Ekstrahavimas izopropilo alkoholiu, jeigu pavyzdyje yra mazesnis muilo kiekis, negu MBAS (Zr.
2 skyriy).

Ekstrahavimas izopropilo alkoholiu ir Sarminiy medZziagy pasalinimas atlickamas tada, kai pavyzdyje
tokiy medziagy yra daugiau negu MBAS (Zr. 2 skyriy).
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1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

MBAS kiekis abiejuose ekstraktuose turi bati Zinomas, kad biity galima paruosti bandomajj tirpala (M).

[rangos veikimas

Pradédami naudoti jranga, pripildykite aeratoriy C ir nusodintuva D modeliniy nuoteky. Indas D turi bati
tokiame aukstyje, kad inde C tilpty 3 litrai tirpalo. Po to prijunkite aeratoriy, erliftg E ir dozatoriy B ir
juos jjunkite. Modelinés nuotekos turi tekéti per aeratoriaus indg C 1 litro per valandg grei¢iu; tokiu bidu
jranga veiks apie 3 valandas.

Aeravimo greitis turéty bati reguliuojamas taip, kad tirpalas, esantis inde C, nuolat baty suspensijos
bavio, o istirpusio deguonies kiekis biity maziausiai 2 mg litre. Putodaros turi bati vengiama taikant
atitinkamas priemones. Tam tikslui negalima naudoti priespuciy, kurie inhibuoja aktyvinta dumbla arba
kuriuose yra MBAS. Erliftas turi bati prijungtas taip, kad aktyvintas dumblas, esantis nusodintuve D,
nuolat patekty | aeratoriy C ir veikiamas oro srautu. Dumblas, susikaupiantis aeratoriaus C virsuje,
nusodintuvo D dugne arba visoje jrangos sistemoje, turi biiti bent kartg per diena grazinamas atgal |
veikiancig sistema, nuvalant ji Sepetéliu arba kitokiais atitinkamais bidais. Jeigu dumblas nenuséda, jo
tirstumas gali bati padidintas jdedant 2 ml 5 % gelezies chlorido. Prireikus, $ia procedira galima
pakartoti.

Istekantis i§ nusodintuvo D skystis 24 valandas renkamas inde F. Po to, gerai suplakus, i§ $io indo
paimamas méginys.

Indas F turi bati gerai i§valomas.

Matavimo prietaisy tikrinimas
Modeliniame tirpale esantis MBAS kiekis (miligramais litre) nustatomas prie§ pradedant juos naudoti.

MBAS kiekis (miligramais litre), esantis i§tekanciame skystyje, surinktame per 24 valandas inde F, turéty
bati kuo greiciau po jo surinkimo analitidkai nustatomas tuo paciu metodu. Siuo metodu nustatoma
0,1 mg viename litre MBAS koncentracija.

Proceso efektyvumui patikrinti cheminis deguonies suvartojimas (COD) filtruoto tirpalo nuosédose,
gaunamose inde A, ir iStekanciame skystyje, susikaupian¢iame inde F, matuojamas du kartus per savaite.
COD sumazéjimas iSreiskiamas procentais.

COD turéty mazeéti, kai pasiekiamas nuolatinis kasdieninis MBAS skilimas, t. y. tyrimo atlikimo
pabaigoje, kaip parodyta 3 paveiksle.

Sausosios medziagos, esancios aktyvintame dumble, kuris yra acratoriuje, uzsiliepsnojimo sumazéjimas
(isreikstas gramais litre) turéty bati nustatomas du kartus per savaite. Jeigu jis yra didesnis kaip 2,5 g litre,
aktyvinto dumblo perteklius turi bati pasalintas.

Tyrimas atlickamas kambario temperatiiroje, kuri turéty bati pastovi ir nenukristi Zemiau 18 °C, ir
neturéty bati didesné nei 30 °C.

Biologinio skilimo skaic¢iavimas
MBAS skilimas iSreiskiamas procentais ir turi bati skai¢iuojamas kiekvieng dieng, remiantis MBAS kiekiu

(miligramais litre), nustatytu modeliniame skystyje ir atitinkamame skystyje, surinktame inde F.

Tokiu biidu gauti MBAS skilimo rezultatai turéty bati iSreiskiami grafiskai, kaip parodyta 3 paveiksle
(pastaba 1.7.2).

MBAS biologinis skilimas turéty biti skai¢iuojamas kaip aritmetinis vidurkis i§ parodymy, gauty per 21
dieng po to, kai MBAS skilimas tampa reguliarus ir dumblinio augalo eksploatacija veikia be sutrikimy.
Bet kokiu atveju, augalo aklimatizacijos periodas neturéty virSyti Sesiy savaiciy.

Pastabos

Kai kuriuose teisés aktuose, skirtuose biologinio skilimo nustatymui, atsizvelgiama j muilinanciy
medziagy (muilo) kiekj.

Kai kuriais atvejais gali bati leidziama sumazinti méginiy émimo daznuma, pavyzdziui, vienas méginys
kas dvi ar trys dienos, taciau skaic¢iuojant vidurkj, per 21 diena, kaip minéta 1.6 punkte, turéty biti
paimta 14 méginiy.
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2.1.

2.1.1.1.

2.1.1.2.

2.1.1.3.

2 SKYRIUS

ISANKSTINIS TIRIAMY PRODUKTUY APDOROJIMAS

Spiritinis ekstraktas

Ekstrahavimo tikslas— pasalinti i§ komercinio produkto netirpias ir neorganines medziagas, kurios kai
kuriais atvejais gali iSkreipti biologinio skilimo tyrimo rezultatus.

Kiekybinis $iy medziagy pasalinimas néra butinas, taip pat néra batina ekstrahuoti visg aktyviosios
medziagos kiekj. Taciau bent 90 % produkte esanciy tiriamy medziagy, aktyvinamy metileno mélynuoju,
turéty bt sukoncentruojamos gaunamame ekstrakte.

Spiritinio ekstrakto gavimui tinka du metodai, vienas i§ jy — naudojant etanolj, o kitas — naudojant

izopropilo alkoholj. Ekstrahavimo izopropilo alkoholiu metodas tinka ypac tais atvejais, jei gaunami dideli
medziagos kiekiai, kaip yra reikalaujama atlickant patvirtinamajj tyrima.

Ekstrahavimas etanoliu

Méginio paruoSimas
i) Milteliai

Meéginiui paruodti imama apytiksliai 250 g medziagos, panaudojant jos ketvirtadalj arba pagal 1SO
rekomendacija Nr. 607.

Sis méginys smulkiai sumalamas buitiniu malimo prietaisu kol susidaro milteliai, kurie neturi daleliy,
didesniy kaip 200 mikrony.

Gauti milteliai gerai sumaiSomi ir suberiami j tinkamg inda.
ii) Tirpalai

40 g homogenizuotos medziagos pasveriama 0,1 g tikslumu ir patalpinama i apvaliadugng kolba,
apibidinta toliau pateiktame 2.1.1.2 iii) punkte.

Ipilama 50 ml etanolio (2.1.1.2 ii) ir garinama vir§ vandens vonios iki sauso likucio, lakieji produktai

pasalinami siurbimo badu, kol keliy i§ eilés atlickamy sverimy rezultaty skirtumas bus ne didesnis kaip
0,1 g. Siam tikslui galima naudoti bet kokias svarstykles, kuriomis galima sverti 0,01 g tikslumu.

Etanolio tirpalo paruo$imas
i) Principas:

1§ medziagos reikia ekstrahuoti tokij kiekj etanolio, kurio pakakty nustatyti muilinancias arba anijoni-
nes medziagas ir atlikti biologing analizg.

ii) Reagentas:
95 %-96 % etanolis.
iii) [ranga:

Iprasti laboratorijoje naudojami stikliniai indai, visy pirma:
1 litro talpos apvaliadugné siaurakaklé kolba, turinti 29-32 numerio iSorinj $lifa,
400 mm vertikalusis kondensatorius, turintis 29-32 numerio Slifg,

10-20 mikrony presuoto stiklo filtras; 1 litro talpos matavimo kolba.

Bandymo eiga

Zinomas (t. y. 40 + 1 g) medziagos kiekis (2.1.1.1. i)) jdedamas j 1 litro kolbg, arba naudojama kolba su
isdziovintu ekstraktu, kaip nurodyta 2.1.1.1. ii).

Ipilkite 500 ml etanolio (2.1.1.1. ii)), prijunkite griztamajj kondensatoriy ir leiskite 15 minuciy skys¢iui
ekstrahuotis ir tekéti atgal | kolba. Po to nupilkite skyscio sluoksnj ir filtruokite karsta tirpalg per presuoto
stiklo filtra, panaudodami siurblj. Pakartokite ia operacija du kartus, kiekvieng kartg sunaudodami 200 ml
etanolio. Surinkite ekstraktus ir visa kieki leiskite per filtrg | graduota kolbg, po to jpilkite etilo alkoholio
iki 1 litro Zymos ir gerai sumaisykite.
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2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1.2.3.

Izopropilo alkoholio ekstraktas

Kiekis, reikalingas gauti apie 50 g MBAS, apskaiciuojamas i§ MBAS kiekio, esancio komerciniame preparate.
Sio kiekio pakanka dviems patvirtinamiesiems tyrimams.

Iranga

Pagal operacijos mastelj:

indai: 3-25 litry talpos kolbos, t. y. ilgakaklés kolbos arba emaliuoti indai,

maisyklés: dideliy apsisukimy maisykle, jvairiy tipy maiykles,

vakuuminiai piltuvai (Biuchnerio). Iki 30 cm skersmens,

vakuuminés kolbos: iki 20 litry talpos,

dalijamieji piltuvai: iki 20 litry talpos,

distiliavimo kolbos: iki 10 litry talpos,

rinktuvai: iki 10 litry talpos,

porcelianiniai padéklai: apie 20 cm skersmens,

distiliavimo kolonélés, gary kondensatoriai, vandens vonios.

Reagentai:

distiliuotas arba demineralizuotas vanduo,

grynas izopropilo alkoholis,

chemiskai grynas kalio karbonatas (K,CO;),
kalio sarmas (KOH), 10 % tirpalas,

natrio sulfitas (Na,SO;), grynas, bevandenis.

Darbo eiga

i)

Parengiamieji darbai

Kieti komerciniai preparatai: i$maisyti distiliuotame vandenyje (2.1.2.4. ) iki skysty klijy konsistencijos,
siekiant suardyti bet kokig stambesne erdving preparato struktiira (rekomenduojama maiSyti 10
minudiy). Kiekvienam 100 g vandens sunaudoti 60 g natrio karbonato, maidyti (10 minuciy), kol jis
istirps.

Skysti ar pusiau skysti komerciniai preparatai: juos ruosti panaiu biidu, kaip ir sausus preparatus.
Apskai¢iuojamoji skystoji vandens vonioje isgarinta frakcija, kuri buvo nustatyta per parengiamajj
tyrima naudojant 10 g medziagos, laikoma vandens kiekiu, net jei yra dar like lakiojo organinio tirpiklio.
Idedamo kalio karbonato kiekis priklausys nuo vandens kiekio, kuris nustatomas kaip nurodyta
pirmiau.

Rigstinés suspensijos arba tirpalai: neutralizuojami 10 % kalio $armo tirpalu prie§ dedant kalio
karbonatg.

Komerciniai preparatai, turintys chloro: chloro kiekis sumazinamas prie$ neutralizavimg i vandening
suspensija arba tirpala idedant natrio sulfito. Natrio sulfito perteklius néra kenksmingas.

Ekstrahavimas

[dékite izopropilo alkoholio, maiykite misinj 30 minuciy ir filtruokite vakuuminiu badu. Nedideliu
kiekiu izopropilo alkoholio pakartotinai perliekite nuosédas, likusias ant filtro po filtravimo. Gautas fil-
tratas, kurio bet kuriuo atveju turi biti du sluoksniai vakuuminéje kolboje, turi bati skalaujamas izo-
propilo alkoholiu dalijamajame piltuve. Nupilkite apatinj sluoksnj ir jo nenaudokite; vir§utinj izopro-
pilo alkoholio sluoksnj filtruokite per lankstytaji filtrg i distiliavimo kolbg ir gautg tirpalg kuo geriau
distiliuokite vandens vonioje (2.1.2.4. iii)). Perkelkite visas nuosédas, likusias po destiliavimo, j porce-
lianinj inda, nuplaudami jas izopropilo alkoholiu, po to supilkite visas izopropilo alkoholio frakcijas j
kolbg ir daznai maiSydami tirpalg vandens vonioje gaukite jo koncentrata. Teskite tirpalo koncentra-
vimo procesa, kol du i§ eilés vienos valandos laikotarpiu atlikti svérimai skirsis maziau negu 10 g. I3tir-
pinkite gauta sukoncentruotg ekstrakta vandenyje kolboje, esancioje vandens vonioje, ir nustatykite
MBAS kiekj gautame tirpale.

Tada:

MBAS kiekis ekstrakte, g

— — x 100 = MBAS ekstrahavimo iSeiga %
MBAS kiekis komerciniame preparate, g

2.1.2.4. Pastabos

Atliekant ekstrahavimg reikéty atsizvelgti i Siuos dalykus:
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2.2.

2.2.1.

2.2.2.

i) komerciniy preparaty jvairové yra tokia didel¢, kad néra jmanoma tiksliai apibrézti optimalias
santykines vandens ir izopropilo alkoholio proporcijas, kurias reikia naudoti tiriant konkrety produkta,
kadangi kiekvienu atveju tokios proporcijos gali skirtis. Taciau patirtis parodé, kad reikalingi kiekiai
paprastai kinta esant tam tikroms riboms:

Komercinis preparatas Vanduo Izopropilo alkoholis
(svorio dalys) ) (tario dalys) ) (tario dalys)
1 0,5—2 1—2,5

Teoriskai vir§utiniy vandens ir izopropilo alkoholio kiekio riby néra nustatyta.

Kuo daugiau medziagos susikaupia suspensijoje, tuo daugiau reikia vandens; vanduo turéty bati pilamas
tol, kol maisant ant indo dugno lieka nuosédos.

Praktiskai, sunaudoto izopropilo alkoholio kiekis neturéty biiti maZesnis uZ toliau nurodytus kiekius:
Komercinis preparatas: Izopropilo alkoholis = 1: 1.

Didesnis izopropilo alkoholio kiekis reikalingas tuo atveju, kai MBAS kiekis komerciniame preparate
yra daug didesnis nei 10 % arba kai, maisant tirpala, vyksta greitas izopropilo alkoholio ir vandens
sluoksniy atsiskyrimas;

ii) vandeninis sluoksnis turéty biti prisotintas kalio karbonatu; nedidelis kalio karbonato kiekis nemaiso
analizei. Jei kalio karbonato koncentracija yra per daug maza, tuo atveju neatsiskiria izopropilo
alkoholio ir vandens sluoksniai arba izoropanolo sluoksnis lieka per daug prisotintas vandens; abiem
atvejais blogai vyksta ekstrahavimas;

iii

=

izopropilo alkoholio sluoksnis turi vandens ir turéty bati prisotintas kalio karbonato. Tokiu atveju
apatinis sluoksnis, kuris po prisotinimo atsiskiria, turi baiti nenaudojamas. Likes izopropilo alkoholis
toliau gali biiti naudojamas i§ naujo atliekamam ekstrahavimui. Distiliatai, gauti tiriant skystus
komercinius preparatus, turéty biiti nenaudojami, taciau kiti tirpikliai gali bati paliekami.

Sarminiy medZiagy (muilo) atskyrimas i izopropilo alkoholio ekstrakto

MBAS biologinio skilimo tyrimo rezultatus gali iSkreipti net izopropilo alkoholio ekstrakto (IPA)
naudojimas. Biidingos MBAS skilimo kreivés kartais gali biiti panasios i blogai skylancio TBS kreives. Prie§
pradedant MBAS skilimo analiz¢ yra bitina i§ alkoholio ekstrakto pasalinti muilinancias medziagas,
iskreipiancias rezultatus.

Pateikti paaiskinimai skirti saugiai pasalinti pakankamai didelius muilinan¢iy medziagy kiekius i3 IPA ekst-
rakto. Gautas ekstraktas yra naudojamas tik MBAS skilimo tyrimui ir neturi biiti naudojamas kitokiems
analitiniams darbams bei kitokiems ekstraktams gauti.

Muilinanciy medziagy atskyrimas

Pakankamas izopropilo alkoholio ekstrakto kiekis, kuriame biity maziausiai 25 ¢ MBAS, istirpinamas
metilo alkoholyje. Gautas tirpalas parfig§tinamas druskos rigstimi, kad i§ muily i$siskirty riebiosios riigstys.
[déjus distiliuoto vandens santykiu 80:20 (metilo alkoholis/vanduo), riebiosios riigstys ekstrahuojamos
petroleteriu ir 3is ekstraktas nenaudojamas. Vandens ir metilo alkoholio sluoksnis vél pasarminamas ir
iSgarinamas.

Gauta sausoji medziaga tiesiogiai naudojama MBAS biologinio skilimo nustatymui, prie tai nustacius joje
MBAS kieki.

Darbo eiga

2 litry talpos Erlenmejerio kolboje, kurioje jpilta apie 100 ml metilo alkoholio, istirpinkite tokj izopropilo
alkoholio ekstrakto tirj, kuriame biity maziausiai 30 g MBAS. Ipyle i§ viso 800 ml metilo alkoholio,
jlasinkite 5-10 lasy 0,04 % bromfenolio mélynojo ir titruokite tirpalg 2N druskos riigstimi iki pH = 3 (t. y.
kol pageltonuos). Atsizvelgdami i jpiltos druskos rtigsties kieki, pripilkite distiliuoto vandens iki 1 litro
padalos. Bromfenolio mélynasis tirpalas: 0,4 g bromfenolio mélynasis istirpinamas 200 ml 96 % etilo
alkoholio ir jpilama distiliuoto vandens iki 1 litro padalos.
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Riebiosioms riigstims ekstrahuoti suplakite gauta tirpala atitinkamo dydzio dalijamajame piltuve — viena
kartg su 300 ml ir du kartus su 200 ml n-heksano. Prireikus ekstrahavimas gali biti atlickamas naudojant
kelis mazus dalijamuosius piltuvus. Jeigu susidarys drumstas tarpinis sluoksnis, mineéti tirpalai pilami:
atliekant du pirmuosius ekstrahavimus — j apatinj sluoksnj, ekstrahuojant paskutinj karta — i vir§utinj
sluoksni. Jeigu vidutinio tirpalo tiirio nepakanka medziagai iStirpinti ir ekstrahuoti, pavyzdziui, esant labai
dideliam Sarminiy medziagy (muily) kiekiui, atitinkamai padidinamas ekstrahavimy skaicius.

Surinkite visas gautas n-heksano frakcijas ir iSplaukite jas 200 ml metilo alkoholio ir vandens tirpalu
(80:20). Drumstas tarpinis sluoksnis, kurj reikia atmesti, susidaro n-heksano fazgje.

Surinkite metilo alkoholio ir vandens frakcijas ir titruokite jas 1N natrio hidrochloridu iki pH = 9, {lasine
kelis lasus fenolftaleino. Koncentruokite gautg tirpalg vir$ vandens vonios tol, kol metilo alkoholis i§garuos
ir dar kartg praskieskite gauta koncentratg destiliuotu vandeniu vir§ vandens vonios. Po to nustatomas gauto
tirpalo MBAS kiekis metodais, apradytais anksciau.
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