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DYREKTYWA RADY
z dnia 22 listopada 1973 r.

w sprawie zblizenia ustawodawstw Pafistw Czlonkowskich odnoszacych si¢ do metod testowania
biodegradacji anionowych substancji powierzchniowo czynnych

(73/405/EWG)

RADA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote Gos-
podarczg, w szczegdlnosci jego art. 100;

uwzgledniajac dyrektywe Rady nr 73/404/EWG z dnia 22 listo-
pada 1973 r. w sprawie zblizenia ustawodawstw Panstw Czlon-
kowskich odnoszgcych si¢ do detergentéw (1), w szczeg6lnosci jej
art. 4,

uwzgledniajgc wniosek Komisji,

uwzgledniajac opini¢ Parlamentu Europejskiego (2),
uwzgledniajgc opini¢ Komitetu Ekonomiczno-Spotecznego (3),
a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

w celu umozliwienia Panstwom Czlonkowskim okreslenia stop-
nia biodegradacji anionowych substancji powierzchniowo czyn-
nych zaleca si¢ zastosowanie metod testowania bedacych
w uzytku w niektérych Panstwach Czlonkowskich; jednakze
w wypadku sporu biodegradacja musi by¢ testowana za pomocg
wspélnej metody;

w kwestii zblizenia ustawodawstw Pafistw Czlonkowskich doty-
czacych detergentéw nalezy okresli¢ odpowiednie zakresy tole-
rancji pomiaru biodegradacji, podobnie jak w art. 4 dyrektywy
Rady z dnia 22 listopada 1973 r., w celu uwzglednienia zawod-
nosci metod testowania, co moze spowodowaé decyzje o odrzu-
ceniu, majgce istotne konsekwencje gospodarcze, podczas gdy
decyzja o odrzuceniu moze by¢ podjeta tylko jezeli analizy wska-
zuja na poziom biodegradacji mniejszy niz 80 %,

(") Dz.U.L 347 217.12.1973, str. 51.
() DzU.C 10z 5.2.1972, str. 29.
() Dz.U.C 89z 23.8.1972, str. 13.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Niniejsza dyrektywa dotyczy metod testowania biodegradacji
anionowych substancji powierzchniowo czynnych.

Artykut 2

Zgodnie z przepisami art. 4 dyrektywy Rady z dnia 22 listopada
1973 r. Pafistwa Czlonkowskie, uwzgledniajac zawodno$¢ metod
testowania, zabronig wprowadzania na rynek i uzywania na ich
terytorium detergentu, jezeli poziom biodegradacji, oceniany na
podstawie pojedynczej analizy, wedlug jednej z ponizszych
metod, jest mniejszy niz 80 %:

— metody stosowanej we Frangji, zatwierdzonej dekretem z dnia
11 grudnia 1970 r., opublikowanej w ,Journal Officiel de la
République frangaise” nr 3 z dnia 5 stycznia 1971 r., oraz
zgodnej z do$wiadczalnym standardem T 73-260 z lutego
1971 r., opublikowanym przez ,Association frangaise de nor-
malisation” (AFNOR);

— metody stosowanej w Republice Federalnej Niemiec, zatwier-
dzonej przez ,Verordnung ber die Abbaubarkeit von Deter-
gentien in Wash- und Reinigungsmitteln” z dnia 1 grudnia
1962 r., opublikowanej w ,Bundesgesetzblatt”, cze$é I,
str. 698,;

— metody OECD, opublikowanej w sprawozdaniu technicznym
OECD z dnia 29 grudnia 1970 r., dotyczacym ,oceny biode-
gradacji anionowych czynnikéw aktywnych powierzchni syn-
tetycznych”.

Artykut 3

Zgodnie z procedura ustanowiong w art. 5 ust. 2 dyrektywy Rady

z dnia 22 listopada 1973 r. opinia laboratorium dotyczaca anio-
nowych substancji powierzchniowo czynnych bedzie oparta na
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,procedurze testu potwierdzajacego” w metodzie OECD, opisanej Artykut 5
w Zalaczniku do niniejszej dyrektywy.

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.
Artykut 4

1. Panistwa Czlonkowskie wprowadza w zycie $rodki prawne,
statutowe i administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej Sporzadzono w Brukseli, 22 listopada 1973 r.
dyrektywy w terminie 18 miesigcy od jej ogloszenia i niezwlocz-

nie powiadomig o tym Komisje. W imieniu Rady

2. Panstwa Czlonkowskie przekaza Komisji teksty podstawo- J. KAMPMANN
wych przepiséw prawa krajowego, ktére zostana przyjete w dzie-
dzinie objetej niniejsza dyrektywa. Przewodniczgcy
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1.1.

1.2

1.3.

1.3

1.3

ZALACZNIK

OCENA BIODEGRADACJI ANIONOWYCH SUBSTANCJI POWIERZCHNIOWO CZYNNYCH

METODA POROWNAWCZA

ROZDZIAL 1

Aparatura niezbedna do pomiaréw

Metoda pomiaru wykorzystuje male urzadzenie na osady czynne pokazane na rysunku 1, a bardziej

szczegblowo na rysunku 2.

Urzadzenie sklada si¢ ze zbiornika A, przeznaczonego na $cieki syntetyczne, pompy dawkujacej B,
zbiornika napowietrzajacego C, osadnika D, powietrznego podnosnika cieczy E do recyklingu osadéow

czynnych oraz ze zbiornika gromadzacego oczyszczone $cieki F.

Zbiorniki A i F muszg by¢ wykonane ze szkla lub odpowiedniego przeZroczystego tworzywa
sztucznego i mie¢ pojemno$¢ co najmniej 24 litréw. Pompa B musi zapewniac staly przeplyw $ciekow
syntetycznych do zbiornika napowietrzajacego; zbiornik ten podczas normalnej operacji zawiera 3 litry
mieszanki plynéw. Spiekana kostka napowietrzania G jest zawieszana w zbiorniku C w wierzchotku
stozka. Ilo§¢ powietrza wdmuchiwanego przez napowietrzacz musi by¢ mierzona przy uzyciu

przeplywomierza.

Scieki syntetyczne

Do celéw testu stosuje si¢ Scieki syntetyczne przez przygotowanie 24 litréw (dziennie) roztworu

zawierajgcego w kazdym litrze wody wodociggowej nastepujace substancje:

160 mg peptonu,
110 mg wyciagu z migsa,
30 mg mocznika,
7 mg chlorku sodu,
4 mg chlorku wapnia, 2H,0,
2 mg siarczanu magnezu, 7H,O oraz

20 +[- 2 mg aktywnych substancji blgkitu metylenowego (MBAS).

MBAS jest uzyskiwany z testowanego produktu z wykorzystaniem metody podanej w rozdziale 2

(2.1.2.). Scieki syntetyczne s codziennie §wiezo przygotowywane.

Przygotowywanie prébek

1. Produkty podstawowe zawierajace tylko MBAS moga by¢ badane w postaci oryginalnej. Zawarto$¢

MBAS musi by¢ ustalona w celu umozliwienia przygotowania roztworéw testowych (M).

3.2, Produkty przetworzone sg analizowane pod katem zawarto$ci MBAS i mydla. Nalezy przygotowac ich
wyciagi alkoholowe zgodnie z nast¢pujgcymi warunkami:
.2.1. Wyciag izopropanolowy, jezeli probka zawiera mniej mydla niz MBAS (patrz rozdzial 2).

.2.2.  Wyciag izopropanolowy i usunigcie mydel, jezeli probka zawiera wigcej mydta niz MBAS (zobacz

rozdzial 2).
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1.4.

1.5.

1.6.

W celu przygotowania roztworéw testowych (M) musi by¢ znana zawarto$¢ MBAS w obydwu
ekstraktach.

Dzialanie urzadzenia

Na wstepie nalezy napelni¢ zbiornik napowietrzajacy C i osadnik D Sciekami syntetycznymi. Wysoko$¢
zbiornika D powinna by¢ taka, aby objeto$¢ zawarta w zbiorniku napowietrzajacym C wynosita 3 litry.
Nastepnie nalezy uruchomi¢ napowietrzacz, powietrzny podnosnik cieczy E oraz urzadzenie dawkujace
B. Scieki syntetyczne muszg przeptywac przez zbiornik napowietrzajacy C z szybkoscia jednego litra na
godzing; zapewnia to $redni czas retencji réwny 3 godziny.

Szybko$¢ napowietrzania powinna by¢ taka, by zawarto$¢ zbiornika C utrzymywana byla stale
w zawiesinie, przy zawarto§ci rozpuszczonego tlenu réwnej co najmniej 2 mg/litr. Nalezy uzyé
wla$ciwych metod zabezpieczajacych przed wytwarzaniem si¢ piany. Substancje hamujgce pienienie,
ktére unieczynniajg osad aktywny lub zawieraja MBAS nie powinny by¢ uzywane. Pompa powietrznego
podnosnika E musi by¢ tak ustawiona, aby osad czynny z osadnika przeptywal w sposéb nieprzerwany

i regularny do zbiornika napowietrzajacego C. Osad, ktéry nagromadzit si¢ wokét szczytu zbiornika
napowietrzajacego C, na dnie osadnika D lub w obwodzie faczacym, musi by¢ ponownie wprowadzony
do obiegu przynajmniej raz dziennie, przez wyczyszczenie szczotkg lub inne odpowiednie metody.
Kiedy osadu nie udaje si¢ oddzieli¢, jego gestos¢ mozna zwiekszy¢ przez dodanie porcji 2 ml 5 %
roztworu chlorku Zelaza, powtarzane w razie potrzeby.

Scieki z osadnika D trzymane sa w zbiorniku F przez 24 godziny, po czym po doktadnym wymieszaniu
pobierana jest probka.

Zbiornik F musi by¢ dokladnie czyszczony.

Kontrola urzadzefi pomiarowych
Zawarto$¢ MBAS (w mg/l) w Sciekach syntetycznych jest okreslana bezposrednio przed uzyciem.

Zawarto$¢ MBAS (w mg/l) w $ciekach zebranych przez 24 godziny w zbiorniku F powinna by¢ ustalona
analitycznie wedlug tej samej metody, jak najszybciej po zakonczeniu zbiérki. Stezenie musi byé
okreslone z dokladnoscia do 0,1 mg MBAS/L.

W celu sprawdzenia wydajnosci procesu COD przefiltrowanych $ciekow syntetycznych w zbiorniku A
jest mierzony co najmniej dwa razy w tygodniu, jak réwniez COD przefiltrowanych $ciekow
zgromadzonych w zbiorniku F. Redukcja COD jest wyrazana w procentach.

Redukcja COD powinno spadaé w sytuacji, kiedy uzyska si¢ w miare regularng dzienng degradacje
MBAS, tj. pod koniec okresu ,docierania” przedstawionego na rysunku 3.

Strata zwigzana z zaplonem suchej substancji w osadzie czynnym znajdujacym si¢ w zbiorniku
napowietrzajgcym (wyrazona w gfl) powinna by¢ okreslana dwa razy w tygodniu. Jezeli przewyzsza ona
2,5 g[l, nadmiar osadu czynnego musi zosta¢ odrzucony.

Test wykonywany jest w temperaturze pokojowej; powinna ona by¢ stala i nie powinna nigdy spada¢
ponizej 18 °C ani przekraczac 30 °C.

Obliczenie biodegradacji

Procentowa degradacja MBAS musi by¢ obliczana codziennie na podstawie zawarto$ci MBAS (mg/l)
w Sciekach syntetycznych i odpowiadajacych im $ciekach nagromadzonych w zbiorniku F.

Uzyskane w ten sposéb liczby winny zosta przedstawione w postaci graficznej, jak na rysunku 3 (por.
1.7.2).

Degradacje MBAS nalezy obliczy¢ jako $rednig arytmetyczng wynikow otrzymanych w ciggu 21 dni od

zakonczenia okresu rozruchu, w czasie ktorych degradacja byla regularna, a urzadzenie dzialalo
bezawaryjnie. Okres adaptacyjny nie powinien nigdy przekracza¢ szesciu tygodni.

Uwagi
Niektore ustalenia prawne przy okrelaniu stopnia biodegradacji uwzgledniaja zawarto$¢ mydta.

W niektorych przypadkach moze by¢ dozwolone zmniejszenie czgstotliwosci pobierania prébek do na
przyklad jednej probki co dwa do trzech dni, ale co najmniej 14 wynikéw zebranych w ciagu 21 dni,
okreslonych w ust. 1.6, powinno zosta¢ uzytych do obliczenia $redniej.
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ROZDZIAL 1I

WSTEPNA OBROBKA PRODUKTOW PRZED TESTOWANIEM

Ekstrakt alkoholowy

Celem ekstrakeji jest wyeliminowanie nierozpuszczalnych i nieorganicznych sktadnikéw produktu,
ktére w pewnych okolicznosciach moga zafalszowac test degradacji.

Nie jest konieczna iloSciowa eliminacja tych skladnikéw ani tez ilosciowa ekstrakcja skladnikow
czynnych. Jednakze co najmniej 90 % skladnikéw MBAS testowanego produktu powinno znajdowaé
si¢ w ekstrakcie.

Do robienia wyciggéw alkoholowych wlasciwe s dwie metody: jedna z uzyciem etanolu i druga z

uzyciem izopropanolu. Metoda z uzyciem izopropanolu jest szczeg6lnie wlasciwa, kiedy bardzo duze
ilo$ci materialu poddawane sg testowi sprawdzajacemu, co jest wymagane dla testu potwierdzajacego.

Ekstrakt etanolowy

Przygotowanie probki
i) Proszki

Przygotuj prébke wielkosci okoto 250 g, albo przez posickanie, albo wedlug zalecern ISO
(Migdzynarodowa Organizacja Normalizacyjna) nr 607.

Sproszkuj te probke za pomoca obrotowego mlynka domowego, az proszek nie bedzie zawierat
drobin wigkszych od 200 mikronéw.

Zmieszaj proszek dokladnie i przesyp go do odpowiedniego pojemnika.
i) Plyny

Odwaz, z doktadnoscig do 0,1 g, okoto 40 g jednorodnej substancji i umie$¢ w kolbie o okraglym
dnie, opisanej w punkcie 2.1.1.2 iii) ponizej.

Dodaj 50 ml etanolu (2.1.1.2 ii)) i odparuj do sucha przy uzyciu fazni wodnej, odciagajac ssakiem

sktadniki lotne, az do momentu kiedy dwa kolejne wazenia réznig si¢ wigcej niz 0 0,1 g. Mozna uzy¢
dowolnej wagi mierzacej z dokladnoscig do 0,01 g.

Przygotowanie roztworu etanolowego
i) Regula:

Wyciag etanolu w iloSci wystarczajacej, aby okresli¢ zawarto$¢ mydta lub innych anionéw i do
proby biologicznej.

ii) Odczynnik:
95 %-96 % etanol.
ili) Aparatura:
Zwykly sprzet laboratoryjny, zawierajacy szczegdlnie:
litrowa kolb¢ o okragltym dnie i z kr6tkg szyjka, z 29-32 zewngtrznym zlaczem szlifowanym;
400-milimetrowy pionowy skraplacz z 29-32 wewnetrznym zlgczem szlifowanym;

10-20-mikronowy szklany filtr, litrowa kolba z podziatks.

Procedura

Umies¢ znang ilo$¢ E (t. 40 g + 1g) substancji (2.1.1.1 i) w litrowej kolbie lub uzyj kolby zawierajaca
wysuszony ekstrakt, przygotowany jak w pkt 2.1.1.1 ii).

Dodaj 500 ml etanolu (2.1.1.1 ii)), pofacz skraplacz i odplyw na 15 minut. Nastepnie zlej warstwe plynu
i przefiltruj przez szklany spiekany filtr z ssaniem. Powtérz operacje dwa razy z pozostala w kolbie
substancja, uzywajac za kazdym razem 200 ml etanolu. Zbierz ekstrakt i przefiltruj poptuczyny
ilosciowo w kolbie z podziatka, uzupehij do 1 litra etanolem i dokladnie wymieszaj.
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2.1.2.1.

2.1.2.2.

2.1.2.3.

Ekstrakt izopropanolowy

Tlo$¢ substancji zapewniajaca zawarto$¢ ok. 50 g MBAS w ekstrakcie wyliczana jest z zawarto$ci MBAS
w produkcie handlowym. Ta ilo$¢ wystarcza na przeprowadzanie dwoch testéw sprawdzajgcych.

Aparatura

Zgodnie ze skalg operacji:

Zbiorniki: pojemnos$¢ 3-25 1, np. kolba o dlugiej szyjce lub naczynie emaliowane.

Mieszadta: szybkoobrotowe mieszadla typu koszykowego lub kulkowego.

Filtry ssace (Buechner): o $rednicy do 30 cm.

Kolby prézniowe: o pojemnosci do 20 litrow.

Rozdzielacze: o pojemnosci do 20 litrow.

Kolby destylacyjne: o pojemnosci do 10 litrow.

Odbiorniki: 0 pojemnosci do 10 litrow.

Porcelanowe podstawki: o $rednicy okoto 20 cm.

Kolumny destylacyjne, odwadniacze, taznie wodne.

Odczynniki

Woda destylowana lub demineralizowana.

Czysty izopropanol.

Chemicznie czysty weglan potasu (K,CO5).

Soda kaustyczna (KOH), roztwér 10 %.

Czysty siarczan sodu (Na,SO;), bezwodnik.

Procedura

i)

Obrébka wstepna

Produkty handlowe o stanie skupienia stalym zmieszaj z woda destylowana (2.1.2.4.1)) do uzyskania
rzadkiej papki (mieszaé przez 10 minut). Na kazde 100 g uzytej wody dodaj 60 g weglanu potasu
i nadal mieszaj (przez 10 minut) do rozpuszczenia.

Produkty handlowe plynne lub péiplynne: postepowanie zasadniczo identyczne jak w przypadku
produktow statych. Czes¢ plynng utracong w procesie suszenia w fazni wodnej, w teScie wstepnym,
okre$long na okoto 10 g masy, nalezy potraktowac jako zawarto$¢ wodna, nawet jezeli s jeszcze
obecne lotne rozpuszczalniki organiczne. llo§¢ dodanego weglanu potasu bedzie zaleze¢ od
okre$lonej powyzej zawartosci wody.

Zawiesiny i roztwory kwasowe: przed dodaniem weglanu potasu zneutralizuj 10-procentowym
roztworem sody kaustycznej.

Produkty handlowe zawierajace chlorki: zredukowaé przez dodanie siarczynu sodu do wodnego
roztworu lub zawiesiny przed neutralizacja. Nadmiar siarczynu sodu nie jest szkodliwy.

Wyciag

Dodaj izopropanol, mieszaj roztwor przez 30 minut i filtruj przy uzyciu filtra ssacego male ilosci
izopropanolu. Kilkakrotnie przemywaj zgromadzone na filtrze ssacym resztki matymi ilo§ciami izo-
propanolu. Filtrat, ktéry zawsze musi by¢ podzielony na dwie warstwy w kolbie prézniowej, musi
by¢ przeplukany izopropanolem do rozdzielacza. Odciagnij nizsza wodng warstwe i odrzud jg
przefiltruj gérna warstwe izopropanolowa przez saczek do kolby destylacyjnej, a nastgpnie destyluj
ja nad faznig wodng mozliwie jak najdokfadniej (2.1.2.4 iii)). Przenie$ iloSciowo pozostatosci po
destylacji na porcelanowe podstawki przez przemywanie izopropanolem, a nastgpnie zage$¢ zawar-
to$¢ nad laznig wodng poprzez czgste mieszanie. Kontynuuj proces zaggszczania az dwa kolejne
pomiary dokonane w odstepie jednej godziny beda si¢ rézni¢ o mniej niz 10 g. Rozpus¢ ekstrakt
w wodzie nad laznig wodng i okre$] zawarto$¢ MBAS w tym roztworze.

Nastepnie:

2 MBAS w ekstrakcie roztworu

—x100 = % MBAS w produkcie handlowym
g MBAS w wytworzonym ekstrakcie

2.1.2.4. Uwagi

Przy sporzadzaniu wyciggu nalezy pamigtac iz:
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2.2,

2.2.1.

2.2.2.

i) réznorodnosé preparatéw handlowych uniemozliwia ustalenie optymalnych wzglednych proporcji
wody i izopropanolu, stosowanych w testowaniu danego produktu, poniewaz za kazdym razem
bedzie on inny. Jednakze z do§wiadczenia wynika, ze potrzebne ilo$ci zawierajg si¢ w nastgpujacych
proporcjach:

Produkt handlowy Woda [zopropranol
(czgsci wagowo) ) (pordiji) ) (pordji)
1 0,5—2 1—2,5

W zasadzie nie istnieje gorna granica zawarto$ci wody i izopropanolu.

Im wigksza wystepuje sklonnos¢ substancji do agregacji w zawiesinie, tym wigcej potrzeba wody;
wode nalezy dolewa¢ az do momentu zaniknigcia osadu na dnie w czasie mieszania.

Objetos¢ uzytego izopropanolu powinna by¢ w praktyce nie mniejsza niz nastepujaca:
produkt handlowy: izopropanol = 1:1

Wigksza objetos¢ izopropanolu jest niezbedna, kiedy zawarto§¢ MBAS w produkcie handlowym
znacznie przekracza 10 % produktu lub kiedy w trakcie mieszania wystepuje gwaltowne
rozdzielenie fazy izopropanolowej i wodne;j.

ii) Faza wodna powinna by¢ nasycona weglanem potasu; niewielki nadmiar nie jest szkodliwy. Jezeli
stezenie weglanu potasu jest zbyt niskie, wowczas albo nie wystgpuje oddzielenie warstw, albo faza
izopropanolu zawiera zbyt wicle wody, co w jednym i drugim przypadku negatywnie wplywa na
proces ekstrakgji.

iii

Produkt destylacji izopropanolu zawiera wodg i powinien by¢ nasycony weglanem potasu; dolna
warstwa po oddzieleniu si¢ musi by¢ usunigta. Resztki izopropanolu mogg zosta¢ wykorzystane do
nowej ekstrakcji. Produkty destylacji uzyskane w czasie testowania plynnych produktéw
handlowych powinny zosta¢ odrzucone, poniewaz moga zawiera¢ inne rozpuszczalniki.

Oddzielenie mydla z ekstraktu izopropanolowego

Testowanie biodegradacji MBAS zawartych w produkcie handlowym moze zosta¢ zafalszowane nawet
w przypadku uzycia ekstraktu izopropanolu (IPA). Niekiedy krzywe degradacji MBAS o wewnetrznej
wysokiej zdolnosci do degradacji wydaja si¢ by¢ podobne do krzywych MBAS o slabej degradacji. Jest
zatem niezbedne, by przed sprawdzeniem degradacji MBAS wydzieli¢ z ekstraktu alkoholowego
znieksztalcajace jego wynik mydto.

Niniejsza specyfikacja ma na celu wstepne usunigcie catkiem duzych ilosci mydla z ekstraktu IPA.
Otrzymany ekstrakt uzywany jest jedynie do testowania degradacji MBAS i nie wolno go wykorzysty-
wacé do dalszych oznaczen analitycznych i oddzielania.

Zasada oddzielania mydia

Ekstrakt IPA wystarczajacy do wytworzenia co najmniej 25 g MBAS jest rozpuszczony w metanolu.
Roztwor jest zakwaszony kwasem solnym w celu uwolnienia kwasow ttuszczowych. Po dodaniu wody
w proporgji 80:20 metanol/woda kwasy ttuszczowe s ekstrahowane przez eter naftowy i ekstrakt jest
usuwany. Faza wodno-metanolowa jest ponownie alkalizowana i odparowywana do sucha.

Sucha pozostalo§¢ jest bezposrednio wykorzystywana w tescie degradacji, po okreSleniu w niej
zawarto$ci MBAS.

Procedura

W dwulitrowej kolbie Erlenmeyera rozpus¢ ekstrakt IPA w iloSci zawierajacej co najmniej 30 g MBAS
w okoto 100 ml metanolu, lekko podgrzewajac. Po dodaniu 800 ml metanolu, dodaj nastgpnie 5-10
kropli roztworu bi¢kitu bromofenolowego (0,04 %) i wymiareczkuj do pH = 3 (kolor Zblty) z 2N
kwasem solnym. Uwzgledniajac objetos¢ dodanego kwasu solnego, uzupehnij woda destylowana do
objetosci 1 litra. Roztwor biekitu bromofenolowego: 0,4 g blgkitu bromofenolowego rozpusci¢
w 200 ml 96-procentowego alkoholu etylowego i uzupelni¢ woda destylowang do jednego litra.
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W celu ekstrakeji kwasow ttuszczowych wstrzas$nij roztwér raz z 300 ml i dwa razy z 200 ml n-heksanu
w rozdzielaczu o odpowiednich wymiarach. Jezeli to konieczne, ekstrakcji mozna dokonaé w kilku
malych rozdzielaczach. Jezeli w $rodku pojawig si¢ posrednie warstwy zmetnien, dodaje si¢ je do nizszej
warstwy w pierwszych dwdch ekstrakcjach i do wyzszej — w ostatniej ekstrakgji. Jezeli Srednia objetos¢
roztworu nie jest wystarczajgca do rozpuszczenia i ekstrakcji w przypadku bardzo wysokiej zawartosci
mydla, mozna uzy¢ odpowiedniej jego wielokrotnosci.

Zbierz frakcje n-heksanu i przeplucz 200 ml roztworu wodno-metanolowego (20:80). Posrednie
warstwy zmetnien sg utrzymane w fazie n-heksanu, ktéra jest usuwana.

Zbierz frakcje wodno-metnanolowe i wymiareczkuj do pH = 9 za pomocg 1 N wodorotlenku sodu
w obecnosci fenoloftaleiny. Zages¢ roztwor w tazni wodnej az do odparowania metanolu i ponownie
rozpu$¢ ekstrakt w wodzie w taZni wodnej. Zawarto§¢ MBAS w tym roztworze jest ustalona przy
pomocy metody opisanej powyzej.
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