PRILOG 1
METODE ISPITIVANJA BIORAZGRADLJIVOSTI POVRSINSKI AKTIVNIH SUPSTANCI U DETERGENTIMA

Dio 1. - Metode ispitivanja potpune aerobne biorazgradljivosti (mineralizacije) za povrsinski aktivne supstance u detergentima

A. Referentna metoda za laboratorijsko odredivanje potpune aerobne biorazgradljivosti povrsinski aktivne supstance prema standardu MEST ISO
14593 (ispitivanje pamne faze CO,).

Nivo potpune aerobne biorazgradivosti odreduje se prema jednoj od sljede¢ih metoda:

1) standard MEST EN ISO 14593 - Kvalitet vode - Procjena potpune aerobne biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini - Metoda
odredivanja neorganskog ugljenika u hermetickim posudama (ispitivanje parne faze CO,), bez pred-adaptacije i utvrdivanja biorazgradljivosti za
period od 10 dana nakon dostizanja 10% razgradnje (u daljem tekstu, desetodnevni period).

2) metoda S.4-S. - MEST EN ISO 9439 - Kvalitet vode - Procjena potpune aerobne biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini -
Ispitivanje razvijanjem ugljenik (IV) oksida. [Ugljenik (1V) oksid (CO_), Modifikovani Sturm test: bez pred-adaptacije i primjene desetodnevnog
perioda.

3) metoda S.4-E. - MEST EN ISO 10707- Kvalitet vode - Procjena potpune aerobne biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini -
Metoda odredivanja biohemijske potro$nje kiseonika (metoda zatvorene boce), bez pred- adaptacije i primjene desetodnevnog perioda.

4) metoda S.4-D. - MEST EN ISO 9408 - Kvalitet vode - Procjena potpune aerobne biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini
odredivanjem potro$nje kiseonika u zatvorenom respirometru, bez pred-adaptacije i primjene desetodnevnog perioda.

5) metoda S.4-F. (MITI: Ministarstvo medunarodne trgovine i industrije - Japan): bez pred-adaptacije i primjene desetodnevnog perioda.

6) metoda MEST ISO 10708:1997 — Kvalitet vode — Procjena kona¢ne aerobne biorazgradivosti organskih jedinjenja u vodenom medijumu —
odredivanje potrebe za biohemijskim Kiseonikom u dvofaznom testu u zatvorenoj boci. Prethodna adaptacija se ne koristi. ,,10-day window principle”
se ne primjenjuje.

B. U zavisnosti od fizickih svojstava povrSinski aktivne supstance za odredivanje potpune aerobne biorazgradljivosti primjenjuju se metode
rastvorenog organskog ugljenika koji mogu dati promjenljive rezultate koji se ne odnose samo na biorazgradljivost. Kriterijum od najmanje 70%
razgradljivosti kod primjene ovih metoda treba smatrati ekvivalentnim kriterijumu od najmanje 60% razgradljivosti za referetne metode iz tacke
A. Metoda C.4-D i Metoda C.4-F ne mogu se primjenjivati za svaki uzorak, jer velika pocetna koncentracija moze biti inhibirajuca.

1) Metoda S.4-A.- MEST EN ISO 7827 - Kvalitet vode - Procjena "potpune” aerobne biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini -
Metoda odredivanja rastvorenog organskog ugljenika (DOC), bez pred-adaptacije i primjene desetodnevnog perioda.

Nivo biorazgradljivosti odreden ovom metodom je najmanje 70% za 28 dana.

2) Metoda S.4-V.- (Modifikovana OECD metoda - Rastvorni organski ugljenik - (do nestajanja)): bez pred-adaptacije i primjene desetodnevnog
perioda.

Nivo biorazgradljivosti odredene ovom metodom je najmanje 70% za 28 dana.

Dio 1B. Metode ispitivanja primarne biorazgradljivosti za povrsinski aktivne supstance u detergentima

Referentna metoda za laboratorijsko odredivanje primarne biorazgradljivosti povrsinski aktivne supstance iz Dijela 1C tacka 1 ovog priloga, vrsi
se prema standardu MEST EN ISO 11733 Kvalitet vode - Odredivanje obima eliminacije i biorazgradljivosti organskih jedinjenja u vodenoj sredini.
Ispitivanje simulacijom aktivnog mulja.

Primarna biorazgradljivost mjeri se odredivanjem sadrzaja preostale povrsinski aktivne supstance u biorazgradenom likvoru.

Prema vrstama povrsinski aktivne supstance primjenjuju se sljedece analiticke metode i to:

a) Analiticke metode za anjonske povr$inski aktivne supstance

Anjonski povrsinski aktivne supstance odreduju se analizom metilensko plavo aktivna supstanca (Methylene Blue Active Substance - MBAS).

Za anjonske povrsinski aktivne supstance koji ne reaguju sa MBAS, ili kada je podesnije, u cilju poboljsanja efikasnosti ispitivanja ili dobijanja
preciznijih podataka, primjenjuju se odgovarajuce specifi¢ne metode instrumentalne analize, kao $to su visoko efikasna te¢na hromatografija (high
perfomance liquid chromatography - HPLC) ili gasna hromatografija (gas chromatography - GC).

Podaci o bioti¢koj razgradnji dobijaju se koris¢enjem Metode S. 5., a podaci o abioti¢koj razgradnji dobijaju se koris¢enjem Metode S.7. pri ¢emu se
uzima u obzir potencijal metabolita za biokoncentraciju kao i njihova raspodjela u sedimentu. Navedene metode date su u propisu kojim se ureduju
metode ispitivanja svojstava hemikalija.

b) Analiticke metode za nejonske povrsinski aktivne supstance

Nejonski povrsinski aktivne supstance odreduju se analizom bizmut aktivna supstanca (Bismuth Active Substance - BiAS).

Za nejonske povrsinski aktivne supstance koji ne reaguju sa reagensom BiAS, ili kada je podesnije, u cilju poboljsanja efikasnosti ispitivanja ili
dobijanja preciznijih podataka, primjenjuju se odgovarajue specificne metode instrumentalne analize, kao S§to su visoko efikasna te¢na
hromatografija (high perfomance liquid chromatography - HPLC) ili gasna hromatografija (gas chromatography - GC).
¢) Analiticke metode za katjonske povrsinski aktivne supstance

Katjonski povrsinski aktivne supstance odreduju se analizom disulfinsko plavo aktivna supstanca (Disulfine Blue Active Substance - DBAS), kao
i odgovarajuce specifi¢ne metode instrumentalne analize, kao $to su visoko efikasna te¢na hromatografija (high perfomance liquid chromatography-
HPLC) ili gasna hromatografija (gas chromatography - GC).

! Rezultati ispitivanja toksiénosti likvora koji nastaje pri biorazgradnji sadrzi podatke o hemijskim i fizickim svojstvima, o efektima na organizme i
podatke o razli¢itim vrstama razgradnje. Podaci o hemijskim i fizickim svojstvima sadrze: identitet metabolita i analiticku metodu kojom je utvrden;
glavna fizi¢ko-hemij ska svojstva (rastvorljivost u vodi, koeficijent raspodjele oktanol: voda (Log Po/w) itd.). Podaci o efektima na organizme
dobijaju se koris¢enjem sljede¢ih metoda: Metoda S.1. - za efekte na ribe; Metoda S.2. - za efekte na dafnije; Metoda S.3. - za efekte na alge; Metoda
S.11. - za efekte na bakterije. Podaci o biotickoj razgradnji dobijaju se koris¢enjem Metode S. 5., a podaci o abiotickoj razgradnji dobijaju se
koris¢enjem Metode S.7. pri ¢emu se uzima u obzir potencijal metabolita za biokoncentraciju kao i njihova raspodjela u sedimentu. Navedene metode
date su u propisu kojim se ureduju metode ispitivanja svojstava hemikalija.



d) Analiticke metode za amfoterne povrsinski aktivne supstance

Amfoterni povrsinski aktivne supstance odreduju se analizom DBAS kada u likvoru nema katjona. Ukoliko su u likvoru prisutni katjoni Koristi se
metoda Oranz II.

Za amfoterne povrsinski aktivne supstance koji ne daju reakciju metodama, ili kada je podesnije, u cilju poboljsanja efikasnosti ispitivanja ili
dobijanja preciznijih podataka, primjenjuju se specificne metode instrumentalne analize, kao $to su visoko efikasna te¢na hromatografija (high
perfomance liquid chromatography - HPLC) ili gasna hromatografija (gas chromatography - GC).

Dio 1C. Metode ispitivanja i analiticke metode
1. Referentna metoda za laboratorijsko odredivanje primarne biorazgradljivosti povrsinski aktivne supstance
1.1. Metoda

Ova metoda obuhvata laboratorijsko ispitivanje aktivnog mulja i sekundarnog taloznika koji je napravljen tako da simulira tretman komunalnih
otpadnih voda. Prilikom primjene ove metode koriste se pobolj$ani operativni uslovi ove metode opisani u MEST EN 1SO 11733.
1.2. Oprema potrebna za ispitivanje

Za sprovodenje ove metode koristi se postrojenje sa aktivnim muljem ¢ija je shema data na Slici 1. a prikaz ovog postrojenja dat na Slici 2.

Postrojenje se sastoji od: posude za sinteticku otpadnu vodu (A), uredaja za doziranje (B), posude za aeraciju (C), taloZnika (D), pumpe za
aeraciju kojom se reciklira aktivni mulj (E) i posude za sakupljanje tretiranog efluenta (F).
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Slika 1. Postrojenje sa aktivnim muljem

Slika 1. Postrojenje sa aktivnim muljem
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Slika 2. Precizan prikaz postrojenja sa aktivnim muljem

Slika 2. Precizan prikaz postrojenja sa aktivnim muljem

Posude (A) i (F) su od stakla ili odgovarajuceg plasticnog materijala i zapremine najmanje 24 litra. Uredaj za doziranje (B) omogucava
konstantan protok sinteticke otpadne vode u posudi za aeraciju (E) koja tokom normalnog rada sadrzi 3 litra te¢nosti. Sinterovani uvodnik za vazduh
(G) nalazi se na najnizoj tacki posude (C). Koli¢ina vazduha koja se ubacuje kroz pumpu za aeraciju (E) prati se preko mjeraca protoka (H).

1.3. Sinteti¢ka otpadna voda
Sinteti¢ka otpadna voda priprema se tako $to se na litar vode sa slavine dodaje:
- 160 mg peptona,
- 110 mg ekstrakta mesa,
- 30 mg uree CO(NH,).,
- 7 mg natrijum-hlorida NaCl,
- 4 mg kalcijum-hlorida CaCl,x2H,0,
- 2 mg magnezijum-sulfata MgSO.x7H,0,
- 28 mg kalijumhidrogen fosfata, K,;HPOy,,
- 10 = I mg povrSinski aktivne supstance.
Sinteticka otpadna voda se priprema posebno za svaki eksperiment.
1.4. Priprema uzorka

Uzorak povrsinski aktivne supstance koji se ispituje je u obliku u kakvom ¢e se koristiti u detergentu i nije pomijeSan sa drugim sastojcima
detergenta.

1.5. Postupak

Sinteti¢kom otpadnom vodom puni se posuda za aeraciju (C) i taloznik (D). Taloznik (D) se postavlja tako da zapremina sadrzaja u posudi (C)
iznosi 3 litra i inokulira se sa 3 ml sekundarnog efluenta dobrog kvaliteta, svjeze sakupljenog iz postrojenja za tretman pretezno komunalne otpadne
vode.

Efluent se ¢uva pod aerobnim uslovima, izmedu uzorkovanja i primjene. Nakon toga aktivira se sinterovani uvodnik za vazduh (G), pumpa za
aeraciju (E) i uredaj za doziranje (B). Sinteti¢ka otpadna voda propusta se kroz posudu za aeraciju (C) sa protokom od 1 litra po satu tako da je
prosjecno retenciono vrijeme 3 sata.

Acracija se regulise tako da se sadrzaj posude za aeraciju (C), konstantno odrzava u suspenziji i da sadrzaj rastvorenog kiseonika bude najmanje 2
mg/l.



Pjenusanje sadrzaja posude za aeraciju (C) se sprje¢ava odgovarajué¢im sredstvima, stim da se ne koriste sredstva protiv stvaranja pjene koja
inhibiraju aktivni mulj ili sadrze povrsinski aktivne supstance.

Pumpa za aeraciju (E) se podesava tako da se aktivni mulj iz taloznika kontinualno reciklira u posudu za aeraciju (C). Mulj se moze sakupljati na
vrhu posude (C), na dnu taloznika (D), ili bilo gdje u procesu cirkulacije da se vraca u cirkulaciju, najmanje jednom dnevno, ¢etkanjem ili nekim
drugim odgovarajué¢im sredstvom. Talozenje mulja se pobolj$ava dodavanjem 2 ml 5% rastvora gvozde (III)-hlorida.

Efluent iz taloznika (D) se sakuplja u posudi (F) u toku 24 sata. Uzorak se uzima nakon dobrog mijesanja, s tim da se posuda (F) mora pazljivo
Cistiti.
1.6. Provjera mjerne opreme

Sadrzaj povrsinski aktivne supstance (u mg/l) u sintetickoj otpadnoj vodi odreduje se neposredno prije upotrebe.

Sadrzaj povrsinski aktivne supstance (u mg/l) u efluentu koji je sakupljen u toku 24 sata u posudi (F), odreduje se uvjek istom analitickom
metodom, neposredno nakon sakupljanja. Ako se odredivanje ne vrsi neposredno nakon sakupljanja uzorak se zamrzava radi zastite. Koncentracije se
odreduju sa tacnosc¢u od 0,1 mg/1 povrsinski aktivne supstance.

Radi provjere efikasnosti procesa odreduje se hemijska potrosnja kiseonika - HPK ili rastvoreni organski ugljenik (dissolved organic carbon -
DOC) u efluentu sakupljenom u posudi (F) i profiltriranom kroz staklena vlakna i u filtriranoj sinteti¢koj otpadnoj vode iz posude (A).

Provjera efikasnosti vrsi se najmanje dva puta nedeljno.

Smanjenje nivoa COD ili DOC se ustali, kada je dostignuta priblizno ujednacena dnevna razgradnja povrsinski aktivne supstance na kraju
procesa uvodenja i prilagodavanja (period A Slika 3).

Sadrzaj suve materije (u g/l) u aktivnom mulju u posudi za aeraciju (C) odreduje se dva puta nedeljno. Ako je koli¢ina suve materije ve¢a od 2,5
g/1, visak aktivnog mulja se odstranjuje.

Odredivanje razgradnje vrsi se na sobnoj temperaturi, koja je ustaljena i u opsegu od 19 - 24 °C.
1.7. IzraCunavanje biorazgradljivosti

Procenat razgradnje povrsinski aktivne supstance racuna se svaki dan na osnovu sadrzaja povrSinski aktivne supstance (mg/l) u sinteti¢koj
otpadnoj vodi i dobijenog efluenta sakupljenog u posudi (F).

Dobijene vrijednosti razgradnje predstavljaju se graficki prema Slici 3.
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Slika 3. Ratunanje biorazgradljivosti — test za dokazivanj

Slika 3. Racunanje biorazgradljivosti - test za dokazivanje

Razgradnja povrsinski aktivne supstance raéuna se kao aritmeticka sredina vrijednosti dobijenih tokom 21 dana (period V Slika 3), nakon perioda
uvodenja i prilagodavanja (period A Slika 3). U periodu od 21 dana (period V) razgradnja u postrojenju se odvija pravilno i ujednaceno.

U svakom slucaju, period uvodenja i prilagodavanja (period A) nije duzi od Sest nedelja.
Vrijednosti dnevne razgradnje se racunaju priblizno na 0,1%, ali konaéni rezultati se daju kao cijeli broj.

U nekim sluc¢ajevima se smanjuje ucestalost uzorkovanja, ali se pri izraCunavanju srednje vrijednosti koristi najmanje 14 rezultata dobijenih u
periodu od 21 dan.

2. Odredivanje anjonskih povrsinski aktivnih supstanci u testovima biorazgradljivosti
2.1. Metoda

Metoda je zasnovana na Cinjenici da katjonska boja metilensko plavo (MBAS) gradi plavo obojene soli sa anjonskim povrSinski aktivnim
supstancama koje se ekstrahuju hloroformom. Radi otklanjanja smetnji, prvo se vr$i ekstrakcija iz alkalnog rastvora i ekstrakt se zatim promucka sa
kiselim rastvorom metilenskog plavog. Apsorbanca izdvojene organske faze mjeri se fotometrijski na talasnoj duzini 650 nm (maksimum apsorpcije).

2.2. Reagensi i oprema
Reagensi i oprema koji se koriste za odredivanje anjonskih povrsinski aktivnih supstanci u testovima biorazgradljivosti su:

2.2.1. Puferski rastvor pH 10; 24g natrijum-hidrogenkarbonata (natrijum-bikarbonat) (NaHCOs;) AR i 27 g bezvodnog natrijum-karbonata (Na,CO3)
AR, rastvori se u dejonizovanoj vodi i dopuni do 1000 ml dejonizovanom vodom.



2.2.2. Neutralni rastvor metilenskog plavog; 0,350 g metilenskog plavog AR rastvori se u dejonizovanoj vodi i dopuni dejonizovanom vodom do
1000 ml. Rastvor se pravi najmanje 24 sata prije upotrebe. Apsorbanca slijepe hloroformske probe ne prelazi 0,015 po 1 cm debljine sloja na 650
nm.

2.2.3. Kiseli rastvor metilenskog plavog; 0,350 g metilenskog plavog rastvori se u 500 ml dejonizovane vode i pomijesa sa 6,5 ml H,SO,4 (d=1,84
g/ml) i dopuni dejonizovanom vodom do 1000 ml. Rastvor se pravi najmanje 24 sata prije upotrebe. Apsorbanca slijepe hloroformske probe ne
prelazi 0,015 po 1 cm debljine sloja na 650 nm.

2.2.4. Hloroform (trihlorometan) AR, destilovan neposredno prije koriS¢enja;
2.2.5. Metil estar dodecil benzen sulfonske kiseling;

2.2.6. Etanolni rastvor kalijum-hidroksida KOH 0,1 mol/dm3

2.2.7. Etanol, ¢ist, Co;HsOH;

2.2.8. Sulfatna kiselina, H,SO,4 0,5 mol/dm3;

2.2.9. Rastvor fenolftaleina: 1 g fenolftaleina rastvori se u 50 ml etanola i doda 50 ml dejonizovane vode uz stalno mijesanje. Nastali talog odstranjuje
se filtriranjem.

2.2.10. Metanolni rastvor hloridne kiseline: 250 ml hlorovodoni¢ne kiseline i 750 ml metanola;
2.2.11. Lijevak za odvajanje zapremine 250 ml;
2.2.12. Normalni sudovi zapremine 50 ml, 500 ml i 1000 ml;
2.2.13. Balon za destilaciju sa okruglim dnom zapremine 250 ml, stakleni éep i povratni kondenzator, granule za kljucanje;
2.2.14. pH metar;
2.2.15. Spektrofotometar za mjerenje na 650 nm, sa kivetama od 1 cm do 5 cm;
2.2.16. Kvalitativni filter papir.
2.3. Postupak
Uzorci za analizu ne uzimaju se iz sloja pjene.
Poslije ispiranja vodom, oprema koja se koristi za analize ispira se metanolnim rastvorom hloridne kiseline (2.2.10.) i dejonizovanom vodom
neposredno prije koris¢enja.
Uzorci influenta i efluenta iz postrojenja aktivnog mulja filtriraju se nakon uzorkovanja, a prvih 100 ml filtrata se odbacuje.
U lijevak za odvajanje zapremine 250 ml prenosi se izmjerena zapremina uzorka i po potrebi neutralise.

Zapremina uzorka sadrzi izmedu 20 |jg i 150 [jg metilensko plavo aktivne supstance. Pri nizem sadrzaju MBAS koristiti se do 100 ml uzorka.
Kada je odmjerena zapremina manja od 100 ml, uzorak se razblazuje dejonizovanom vodom do 100 ml. U uzorak se dodaje 10 ml rastvora pufera
(2.2.1.), 5 ml neutralnog rastvora metilenskog plavog (2.2.2) i 15 ml hloroforma (2.2.4.). SmjeSa se ravnomjerno i ne previse snazno mucka jedan
minut. Poslije razdvajanja slojeva, hloroformski sloj se prenosi u drugi lijevak za odvajanje u koji se dodaje 110 ml dejonizovane vode i 5 ml kiselog
rastvora metilenskog plavog (2.2.3.). Smjesa se mucka jedan minut. Hloroformski sloj se filtrira u normalni sud kroz filter od pamucne vate, koji je
prethodno o¢is¢en i nakvasen hloroformom.

Alkalni i kiseli rastvori ekstrahuju se 3 puta, koriste¢i 10 ml hloroforma za drugu i tre¢u ekstrakciju. Spojeni hloroformski ekstrakti filtriraju se u
normalni sud zapremine 50 ml kroz isti filter od pamu¢ne vate i razblazuju do crte hloroformom koris¢enim za ispiranje filtera. Mjeri se apsorbanca
hloroformskog rastvora na 650 nm u kiveti od 1 cm do 5 cm u odnosu na hloroform. Slijepa proba se odreduje istim postupkom.

2.4. Kalibraciona kriva

Rastvor za kalibraciju priprema se od supstance metil estra dodecilbenzensulfonske kiseline (tetrapropilen tip mol. mase 340) nakon
saponifikacije u kalijumovu so.

MBAS se izra¢unava kao natrijum dodecilbenzensulfonat (mol. mase 348).

Mikropipetom se, u balon sa okruglim dnom, sa ta¢no$¢u 400 - 450 mg metil estra dodecilsulfonske kiseline odmjeri 0,1 ml, doda se 50 ml
etanolnog rastvora kalijum-hidroksida i nekoliko granula za kljucanje. Postavi se povratni kondenzator i smjeSa se ostavi da kljuca jedan sat. Nakon
hladenja, kondenzator i §lif se isperu sa oko 30 ml etanola koji se sjedini sa sadrzajem balona. Rastvor se titruje sulfatnom kisjelinom, uz fenolftalein
kao indikator, do obezbojenja, titrovani rastvor prebaci se u sud zapremine 1000 ml i razblazi dejonizovanom vodom do crte i promijesa.

Dio rastvora povrsinski aktivne supstance dalje se razblazuje. Odmjeri se 25 ml ovog rastvora, prebaci u sud zapremine 500 ml i razblazi vodom
do crte i promijesa.

Rastvor sadrzi:
Ex1,023mg MBAS—a na ml
20000

Za pripremu kalibracione krive odmjerava se 1 ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml, i 8 ml rastvora i razblazi do 100 ml dejonizovanom vodom i sprovodi
postupak dat u tacki 2.3 ukljucujudi i slijepu probu.

gdje je E masa uzorka u mg.

2.5. IzraCunavanje rezultata

Koli¢ina anjonske povrsinski aktivne supstance (MBAS) u uzorku izracunava se sa kalibracione krive. Sadrzaj MBAS u uzorku izracunava se
prema sljedecoj formuli:

mgMBAS x 1000
|4

A= MBASmg/l

gdje je V = zapremina kori§¢enog uzorka izraZena u ml.

Rezultati se izrazavaju kao natrijum dodecilbenzen sulfonat (molekulska masa 348).
2.6. Prikazivanje rezultata

Rezultati se izrazavaju kao MBAS mg/1 sa ta¢no$cu 0,1.
3. Odredivanje nejonskih povrsinski aktivnih supstanci u testovima biorazgradljivosti



3.1. Metoda
Povrsinski aktivne supstance se koncentruju i izoluju ekstrakcijom uz pomo¢ gasa.

U koris¢enom uzorku koli¢ina nejonske povrsinski aktivne supstance je u opsegu od 250 - 800 jg. Tako odvojena povrsinski aktivna supstanca
rastvara se u etil acetatu.

Nakon faze odvajanja i isparavanja rastvora nejonski povrsinski aktivna supstanca talozi se u vodenom rastvoru modifikovanim Dragendorfovim
reagensom (KBil, + BaCl, + glacijalna sir¢etna kisjelina).

Talog se odvaja filtriranjem, ispira glacijalnom sir¢etnom kiselinom i na kraju rastvara u rastvoru amonijum-tartarata. Bizmut, u rastvoru, se
titruje potenciometrijskom titracijom, rastvorom pirolidin ditiokarbamata, pH 4 - 5, koriste¢i platinsku indikatorsku elektrodu i kalomelovu referentnu
elektrodu ili srebro/srebro-hlorid referentnu elektrodu. Metoda se primjenjuje na nejonske povrsinske aktivne supstance koje sadrze od 6 do 30 grupa
alkilen oksida.

Rezultat titracije mnozi se empirijskim faktorom 54 radi konverzije u referentnu supstancu nonilfenol kondenzovan sa 10 mola etilen oksida (NP
10).
3.2 Reagensi i oprema

Reagensi koji se koriste za odredivanje nejonskih povrsinski aktivnih supstanci u testovima biorazgradljivosti pripremaju se sa dejonizovanom
vodom i to:

3.2.1. Etil-acetat, ¢ist, destilovan neposredno prije upotrebe;

3.2.2. Natrijumhidrogen karbonat, NaHCO; AR;

3.2.3. Hloridna kiselina, razblazena (20 ml koncentrovane kiseline (HCI) razblaziti vodom do 1000 ml);
3.2.4. Metanol AR, destilovan neposredno prije upotrebe, u staklenoj boci;

3.2.5. Bromkrezol ljubicasto, 0,1 g u 100 ml metanola;

3.2.6. Sredstvo za talozenje:

Sredstvo za taloZenje je smjesa dva zapreminska dijela rastvora A i jednog zapreminskog dijela rastvora B. Smjesa se ¢uva u tamnoj flasi i koristi
se najvise mjesec dana nakon $to se pripremi.

3.2.6.1. Rastvor A

1,7 g bizmut-nitrata, BIONO; x H,O AR, rastvara se u 20 ml glacijalne sir¢etne kiseline i dopuni vodom do 100 ml. Zatim se 65 g kalijum-jodida AR
rastvori u 200 ml vode. Ovi rastvori mijeSaju se u sudu zapremine 1000 ml, doda se 200 ml glacijalne siréetne kiseline (3.2.7) i sud dopuni
vodom do 1000 ml.

3.2.6.2 Rastvor B

290 g barijum-hlorida, BaCl, x 2H,0 AR, rastvori se u 1000 ml vode.

3.2.7. Glacijalna sircetna kiselina 99-100% (niZe koncentracije nisu pogodne);
3.2.8. Rastvor amonijum-tartarata:

Pomijesa se 12,4 g vinske kiseline AR i 12,4 ml rastvora amonijaka AR (d=0,910 g/ml) i dopuni vodom do 1000 ml (ili se upotrijebi ekvivalentna
koli¢ina amonijum-tartarata AR);

3.2.9. Razblazen rastvor amonijaka:
40 ml rastvora amonijaka AR (d=0,910 g/ml) razblazi se vodom do 1000 ml;
3.2.10. Standardni acetatni pufer:

40 g ¢vrstog natrijum-hidroksida AR rastvori se u 500 ml vode u ¢asi i ostavi da se ohladi. U to se doda 120 ml glacijalne sir¢etne kiseline (3.2.7.),
dobro promijesa, ohladi i prebaci u sud zapremine 1000 ml i dopuni vodom do crte;

3.2.11. Rastvor pirolidin ditiokarbamata (poznat kao "karbat rastvor"):

103 mg natrijum pirolidin ditiokarbamata, CsHsNNaS, x 2H,0, rastvori se u oko 500 ml vode, doda se 10 ml n-amil alkohola AR i 0,5 g NaHCOs i
dopuni vodom do 1000 ml;

3.2.12. Rastvor bakar-sulfata (za standardizaciju reagensa iz tacke 3.2.11.):
3.2.12.1 Osnovni rastvor
Odmijeri se 1,249 g bakar-sulfata, CuSO4 x 5H,0O AR, pomijesa sa 50 ml 0,5 M sumporne kiseline i dopuni vodom do 1000 ml.
3.2.12.2 Standardni rastvor
Odmijeri se 50 ml osnovnog rastvora, pomije$a sa 10 ml 0,5 M H,SO, i dopuni vodom do 1000 ml.
3.2.13. Natrijum-hlorid AR;
Oprema koja se koristi za odredivanje nejonskih povrsinski aktivnih supstanci u testovima biorazgradljivosti je:

3.2.14. Oprema za ekstrakciju uz pomo¢ gasa data je na Slici 5;



Slika 5. Oprema za ekstrakciju uz pomoé gasa (mjere sug.l rnilimetrima)

Slika 5. Oprema za ekstrakciju uz pomo¢ gasa (mjere su u milimetrima)
Prec¢nik sinterovane ploce je jednak unutrasnjem precniku cilindra.
3.2.15. Lijevak za odvajanje, 250 ml;
3.2.16. Magnetna mje$alica sa magnetom 25-30 mm;
3.2.17. Gug za zarenje, preénik perforiranog dna = 25 mm, tip G4,
3.2.18. Okrugli filter-papiri od staklenih vlakana, pre¢nika 27 mm s pre¢nikom vlakna 0,3-1,5 [jm;
3.2.19. Dvije flage za filtriranje zapremine 250 ml i 500 ml sa adapterima i gumenim kragnama;

3.2.20. Potenciometar koji biljezi rezultate mjerenja, sa ugradenom platinskom indikatorskom elektrodom i kalomelovom ili srebro/srebro-hlorid

referentnom elektrodom, mjernog opsega 250 mV, sa automatskom biretom zapremine 20 - 25 ml ili odgovaraju¢om ruénom opremom.
3.3. Postupak
3.3.1. Koncentrovanje i izolovanje povrsinski aktivne supstance

Vodeni uzorak se filtrira kroz kvalitativni filter-papir, ukloni se prvih 100 ml filtrata. U opremu za ekstrakciju uz pomo¢ gasa, prethodno ispranu
etil-acetatom, stavi se izmjerena koli¢ina uzorka koja sadrzi 250-800 jg nejonski povrsinski aktivne supstance, zatim se doda 100 g natrijum-hlorida i
5 g natrijum-bikarbonata da bi se poboljsalo izolovanje povrSinski aktivne supstance.

Ako zapremina uzorka prelazi 500 ml, ove soli se dodaju u ¢vrstom stanju i rastvaraju propustanjem azota ili vazduha. Ako je uzorak manji, soli
se rastvore u 400 ml vode i prebace u opremu za ekstrakciju uz pomo¢ gasa. Voda se dodaje dok se nivo ne podigne do gornje slavine.

Povrsina vode se pazljivo prelije sa 100 ml etil acetata. Boca za ispiranje u gasnoj cijevi (za azot ili vazduh) napuni se etil acetatom do dvije
trecine.

Kroz opremu se propusta gas i to brzinom protoka od 30-60 1/h; preporucuje se upotreba mjeraca protoka. U pocetku se brzina uvodenja vazduha
postupno povecava. Brzina protoka se podesava tako da su faze i dalje vidljivo odvojene kako bi mijeSanje faza bilo $to manje, a time i rastvaranje
etil-acetata u vodi. Protok gasa se zaustavlja nakon pet minuta.

Ako se zapremina organske faze rastvaranjem u vodi smanji za vise od 20%, postupak se ponavlja, stim §to se posebna paznja posvecuje brzini
protoka gasa.

Organska faza se zatim ispusti u lijevak za odvajanje. Voda koja se tom prilikom ulije u lijevak za odvajanje (samo nekoliko ml) odvoji se i vrati u
opremu za ekstrakciju. Faza etil-acetata filtrira se kroz suvi kvalitativni filter papir u bocu od 250 ml. U opremu za ekstrakciju uz pomo¢ gasa stavi se jo§
100 ml etil-acetata i ponovo se propusta azot ili vazduh dodatnih pet minuta. Ispusti se organska faza u prethodno koris¢en lijevak za odvajanje, ukloni se
vodena faza i propusti se organska faza kroz isti filter kao i prva koli¢ina etil-acetata. Lijevak za odvajanje i filter se ispiraju sa 20 ml etil-acetata.

Ekstrakt etil-acetata uparava se do suva na vodenom kupatilu. Preko povrsine ekstrakta usmjeri se blago strujanje vazduha radi brzeg isparavanja.
3.3.2. Talozenje i filtriranje

Suvi ostatak preostao nakon uparavanja rastvori se u 5 ml metanola, doda 40 ml vode i 0,5 ml razblazene HCI (3.2.3). SmjeSa se mijeSa na
magnetnoj mjesalici. Menzurom se odmjeri 30 ml sredstva za talozenje (3.2.6) i doda tom rastvoru. Talog pada mijeSanjem. Nakon deset minuta



mijeSanja, smjesa se ostavi da odstoji najmanje pet minuta. Smjesa se filtrira kroz gu¢ filter ¢ije je dno prekriveno filter-papirom od staklenih vlakana.
Filter se ispere sa priblizno 2 ml glacijalne sir¢etne kiseline pod vakuumom. Zatim se erlenmajer, magnet i gu¢ za Zarenje isperu sa oko 40-50 ml
glacijalne sircetne kisjeline. Ostatak taloga na zidovima erlenmajera nije potrebno potpuno prenijeti na filter-papir, jer se rastvor taloga za titriraciju
vra¢a u erlenmajer gdje se preostali talog rastvara.

3.3.3. Rastvaranje taloga

Talog sa filtera rastvara se dodavanjem 10 ml vruceg rastvora amonijum-tartarata (oko 80° C) (3.2.8), ostavi se da stoji nekoliko minuta, zatim se
rastvor usisa u vakuum-bocu za filtraciju. Ovaj postupak se ponavlja tri puta.

Sadrzaj vakuum-boce prebacuje se u erlenmajer upotrijebljen za talozenje. Zidovi erlenmajera se ispiraju sa jo§ 20 ml rastvora amonijum-tartarata
kako bi se rastvorio ostatak taloga.

Guc filter, adapter i vakuum-boca isperu se sa 150-200 ml vode i voda od ispiranja se prenese u erlenmajer upotrijebljen za talozenje.
3.3.4. Titracija

Rastvor se mije$a na magnetnoj mjesalici (3.2.16.), doda se nekoliko kapi brom krezol ljubiCastog (3.2.5) i razblaZeni rastvor amonijaka (3.2.9.)
sve dok rastvor ne postane ljubi€ast (rastvor je u pocetku blago kiseo od ostatka siréetne kisjeline za ispiranje). Zatim se dodaje 10 ml standardnog
acetatnog pufera (3.2.10.). U rastvor se urone elektrode i titruje se potenciometrijskim standardnim rastvorom pirolidin ditiokarbamata (3.2.11), pri
¢emu se vrh birete uroni u rastvor.

Brzina titracije nije ve¢a od 2 ml/min.

Zavr$na tacka titracije je presjek tangenti dvije grane potenciometrijske krive. Povremeno se primjenjuje smanjenje zakrivljenosti
potencijometrijske krive §to se otklanja pazljivim ¢iS¢enjem (papirom za brusenje) platinske elektrode.

3.3.5. Slijepa proba

Od faze talozenja i filtriranja (3.3.2) istovremeno prema istom postupku se radi slijepa proba sa 5 ml metanola i 40 ml vode. Zapremina
standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata (3.2.11) utroSena za titraciju slijepe probe je manja od 1 ml. Ukoliko je ova zapremina veca reagensi
(3.2.3,3.2.7,3.2.8,3.2.9, 3.2.10.) nisu adekvatne ¢istoe, posebno im je povecan sadrzaj teskih metala. Ovi reagensi se zamjenjuju. Slijepa proba se
uzima u obzir pri izraCunavanju rezultata.

3.3.6. Provjera faktora standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata

Faktor "f" za rastvor pirolidin ditiokarbamata odreduje se na dan upotrebe. Da bi se odredio faktor "f u 10 ml rastvora bakar-sulfata (3.2.12) doda
se 100 ml vode i 10 ml standardnog acetatnog pufera (3.2.10) titruje se standardnim rastvorom pirolidin ditiokarbamata.

"

Ako je upotrijebljena koli¢ina standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata
tim faktorom.

ml, faktor "f" iznosi: f = 10/a, i svi rezultati titracije mnoze se

3.4. IzraCunavanje rezultata

Svaka nejonska povrsinski aktivna supstanca ima svoj faktor u zavisnosti od sastava, posebno od duzine lanca alkenoksida. Koncentracija
nejonske povrsinski aktivne supstance izrazava se u odnosu na standardnu supstancu nonilfenol sa deset jedinica etilen oksida (NP 10), sa faktorom
konverzije 0,054.

Primjenom ovog faktora racuna se koli¢ina povrsinski aktivne supstance sadrzane u uzorku, izrazene u mg ekvivalenta NP 10:

(b-c) x f x 0,054 = mg nejonske povrsinski aktivne supstance kao NP 10 gdje je: b - zapremina standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata
upotrijebljena za titraciju uzorka (ml), ¢ - zapremina standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata upotrijebljena za titraciju slijepe probe (ml) i f
- faktor standardnog rastvora pirolidin ditiokarbamata.

3.5. Izrazavanje rezultata

Rezultati se izrazavaju u mg/l kao NP 10 zaokruzivanjem na 0,1.
4. Priprema anjonskih povrsinski aktivnih supstanci koje treba ispitati
4.1 Priprema uzorka
4.1.1. Obrada uzoraka

Anjonski povrsinski aktivne supstance i detergenti prije odredivanja primarne biorazgradljivosti obraduju se na sljede¢i na¢in:

Proizvodi Obrada

Anjonske povrsinski aktivne supstance Ne obraduju se

Detergenti koji sadrze povrsinski aktivne supstance | Alkoholna ekstrakcija, zatim izolovanje anjonskih povrsinski aktivne supstance jonskom izmjenom

Svrha alkoholne ekstrakcije je uklanjanje nerastvornih i neorganskih sastojaka detergenta kakav se stavlja na trziste, a koji utiu na odredivanje
biorazgradljivosti.
4.1.2. Postupak jonske izmjene

Radi pravilnog odredivanja biorazgradljivosti izolovati i odvojiti anjonske povrSinske aktivne supstance od sapuna, nejonskih i katjonskih
povrsinski aktivnih supstanci §to se postize tehnikom jonske izmjene uz upotrebu makroporozne jonoizmjenjivacke smole i odgovarajuc¢ih eluenata za
frakciono eluiranje, ¢ime se sapuni, anjonski i nejonski povrsinski aktivne supstance izoluju odjednom.
4.1.3. Analiticka kontrola

Koncentracija anjonskih povrSinski aktivnih supstanci u sintetickim detergentima odreduje se nakon homogenizovanja, analitickom metodom za
MBAS. Sadrzaj sapuna odreduje se odgovaraju¢om analitickom metodom. Ova analiza sluZi za izraCunavanje potrebnih koli¢ina za pripremu frakcija
za ispitivanje biorazgradljivosti.

Za odredivanje biorazgradljivosti dovoljno je ekstrahovati vise od 80% anjonski povrsinski aktivne supstance.
4.2. Princip metode

Iz homogenog uzorka (praska, ostatka nakon suSenja detergenata koji su u obliku paste ili te¢nosti) dobija se etanolni ekstrakt koji sadrzi
povrsinski aktivne supstance, sapun i druge sastojke uzorka sintetickog detergenta rastvorne u alkoholu. Etanolni ekstrakt se uparava do suvog ostatka
koji se rastvori u smjesi izopropanol/voda, a dobijeni rastvor, zagrijan na 50°C, propusti se kroz kombinaciju kiselog katjonskog jonoizmjenjivaca i
makroporoznog anjonskog jonoizmjenjivaca, da bi se sprije¢ilo talozenje masnih kiselina koje se mogu pojaviti u kiseloj sredini. Sve nejonske




povrsinski aktivne supstance ostaju u efluentu. Masne kiseline sapuna odvajaju se ekstrakcijom etanolom koji sadrzi CO,. Anjonske povrSinski
aktivne supstance se dobijaju u obliku amonijumove soli, eluiranjem pomocu rastvora amonijum-bikarbonata u smjesi izopropanola i vode. Dobijene
amonijumove soli se koriste za ispitivanje biorazgradljivosti. Katjonski povrsinski aktivne supstance koji utiCu na ispitivanje biorazgradljivosti,
uklanjaju se pomoc¢u katjonskog jonoizmjenjivaca postavljenog iznad anjonskog jonoizmjenjivaca.

4.3. Reagensi i oprema
Reagensi i oprema koji se koriste za pripremnu obradu anjonske povrsinski aktivne supstance u testovima biorazgradljivosti su:

4.3.1. Dejonizovana voda;

4.3.2. Etanol, 95%(v/v) C,HsOH (sredstva koja se mogu koristiti za denaturaciju su metiletilketon ili metanol);

4.3.3. Smjesa izopropanol/voda (50/50 v/v):

- 50 zapreminskih djelova izopropanola, CH;CHOHCHG, i

- 50 zapreminskih djelova vode (4.3.1);

4.3.4. Rastvor ugljenik (IV)oksida u etanolu (oko 0,1% CO2):

Ugljenik(IV)oksid (CO,) se deset minuta propusta kroz etanol (4.3.2), pomocu dovodne cijevi sa ugradenim sinterovanim staklom, i Koristi se samo
svjeze pripremljen;

4.3.5. Rastvor amonijumhidrogenkarbonata (60/40 v/v):

0,3 mol NH;HCO; rastvori se u 1000 ml smjese izopropanol/voda koja se sastoji od 60 zapreminskih djelova izopropanola i 40 zapreminskih djelova
vode (4.3.1);

4.3.6. Katjonski jonoizmjenjiva¢ (KAT):
veoma kiseo, otporan na alkohol (50-100 mesh);
4.3.7. Anjonski jonoizmjenjiva¢ (AAT):
makroporozan, Merck Lewatit MP 7080 (70-150 mesh) ili odgovaraju¢i jonoizmjenjiva¢ drugog proizvodaca;
4.3.8. Hloridna kiselina, 10% HCI (m/m);
4.3.9. Balon sa okruglim dnom zapremine 2000 ml sa staklenim ¢epom i povratnim kondenzatorom;
4.3.10. Usisni (vakuum) filter (koji se moze zagrijavati) pre¢nika 90 mm za filter-papir;
4.3.11. Vakuum boca zapremine 2000 ml;
4.3.12. Kolone za jonsku izmjenu sa oblogom za zagrijavanje i slavinom: unutra$nja cijev pre¢nika 60 mm, visine 450 mm (Slika 4.);
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4.3.13. Vodeno kupatilo;
4.3.14. Vakuum susnica;
4.3.15. Termostat;
4.3.16. Rotacioni vakuum uparivac.
4.4. Priprema ekstrakta i izolovanje anjonskih aktivnih agenasa
4.4.1 Priprema ekstrakta
Potrebna koli¢ina povrsinski aktivne supstance za ispitivanje biorazgradljivosti iznosi 50 g MBAS.

Koli¢ina proizvoda koji se ekstrahuje ne prelazi 1000g, dok se koli¢ina proizvoda koji sluzi za pripremu ekstrakata za ispitivanje
biorazgradljivosti ograni¢ava na 5000 g.

Naznacene koli¢ine jonoizmjenjivaca predvidene su za 600 - 700 mmola povrsinski aktivne supstance i sapuna.
4.4.2 Izolovanje sastojaka rastvornih u alkoholu

U 1250 ml etanola, doda se 250 g sintetiCkog detergenta koji se analizira, smjeSa se zagrije do tacke kljucanja i refluktuje sat vremena uz
mijesanje. Alkoholni rastvor se, dok je vru¢, brzo filtrira kroz vakuum filter sa Sirokim porama zagrijan na 50 °C. Balon i vakuum filter ispiraju se sa
200 ml vruceg etanola. Filtrat i te¢nost od ispiranja sakuplja se u vakuum bocu.

Ako se analiziraju paste ili te¢ni detergenti, uzorak ne sadrzi vise od 55 g anjonski povrsinski aktivne supstance i 35 g sapuna. Odmjereni uzorak
upari se do suva. Suvi ostatak rastvori se u 2000 ml etanola i nastavi se po postupku jonske izmjene (4.1.2.).

Kod praskastog uzorka male gustine (< 300 g/) udio etanola se poveca tako da iznosi 20:1. etanolni filtrat se, na rotacionom vakuum uparivacu,
upari do suvog ostatka. postupak se ponovi ako je potrebna veca koli¢ina ekstrakta.

Suvi ostatak se rastvori u 5000 ml smje$e izopropanol/voda.
4.4.3. Priprema kolona za jonsku izmjenu:
Kolona za katjonsku izmjenu

600 ml smole za katjonsku izmjenu (4.3.6) stavi se u bocu zapremine 3000 ml i prelije sa 2000 ml hloridne kiseline (4.3.8). Ostavi se da odstoji
najmanje dva sata uz povremeno mije$anje.

Nakon toga, kiselina se odlije i smola se pomocu dejonizovane vode, prebaci u kolonu (4.3.12) u koju je prethodno stavljen komadi¢ staklene
vune. Kolona se eluira dejonizovanom vodom sa protokom od 10-30 ml/min sve dok u eluatu vise ne bude hlorida. Nakon toga eluira se sa 2000 ml
smjese izopropanol/voda (4.3.3), sa protokom od 10-30 ml/min.

Kolona za anjonsku izmjenu

600 ml smole za anjonsku izmjenu (4.3.7) stavi se u bocu zapremine 3000 ml i prelije sa 2000 ml dejonizovane vode. Smola se ostavi da bubri
najmanje dva sata, a zatim se pomocu dejonizovane vode prebaci u kolonu u koju je prethodno stavljen komadi¢ staklene vune.

Kolona se eluira sa oko 5000 ml 0,3 M rastvora amonijumhidrogenkarbonata (4.3.5) sve dok u eluatu vise ne bude hlorida.
Zatim se kolona ponovo eluira sa 2000 ml dejonizovane vode. Nakon toga eluira se sa 2000 ml smjese
izopropanol/voda (4.3.3), sa protokom od 10 - 30 ml/min.

4.4.4, Postupak jonske izmjene

Jonoizmjenjivacke kolone se postavljaju tako da se kolona za katjonsku izmjenu nalazi iznad kolone za anjonsku izmjenu, i zagriju se na 50°C $to
se reguli$e termostatom.

5000 ml rastvora dobijenog po postupku iz tacke 4.4.2. zagrije se na 60°C i propusti kroz jonoizmjenjivacke kolone uz protok od 20 ml/min. Kolone
se eluiraju sa 1000 ml vruce smjeSe izopropanol/voda (4.3.3).

Za dobijanje anjonske povrsinski aktivne supstance (MBAS) katjonska jonoizmjenjivacka kolona KAT se odvoji. Pomoc¢u 5000 ml rastvora
etanol/SO2 pri 50°C (4.3.4) eluiraju se masne kiseline sapuna iz katjonske jonoizmjenjivactke kolone. Eluat se baci. Zatim se MBAS eluiraju iz
anjonske jonoizmjenjivacke kolone AAT pomocu 5000 ml rastvora amonijumhidrogenkarbonata (4.3.5.). Dobijeni eluat upari se na vodenom kupatilu
ili u rotacionom vakuum uparivacu do suvog ostatka. Suvi ostatak sadrzi MBAS (u obliku amonijum soli), a moze da sadrzi i anjonske supstance koje

nijesu povrsinski aktivne supstance i koji ne uti¢u na odredivanje biorazgradljivosti. Ovom ostatku dodaje se

dejonizovana voda do definisane zapremine i odredi sadrzaj MBAS u alikvotu. Rastvor se koristi kao standardni rastvor anjonskih sintetic¢kih
detergenata za odredivanje biorazgradljivosti. Rastvor se ¢uva na temperaturi nizoj od 5°C.

4.4.5 Regeneracija jonoizmjenjivackih smola Katjonski izmjenjiva¢ se nakon upotrebe baca.

Smola za anjonsku izmjenu regenerise se eluiranjem rastvorom amonijumhidrogenkarbonata (4.3.5) uz protok od oko 10 ml/min sve dok u eluatu
vie ne bude anjonskih povrSinski aktivnih supstanci (test s metilenskim plavim). Zatim se anjonski izmjenjiva¢ eluira sa 2000 ml smjese
izopropanol/voda (4.3.3) i tada je opet spreman za upotrebu.

5. Priprema nejonske povrsinski aktivne supstance koje treba ispitati
5.1. Obrada uzoraka

5.1.1 Nejonske povrsinski aktivne supstance i detergenti prije odredivanja primarne biorazgradljivosti obraduju se na sljede¢i nacin:

Proizvodi Obrada

Nejonske povrsinski aktivne supstance Ne obraduju se

Detergenti koji sadrze povrsinski aktivne supstance | Alkoholna ekstrakcija, zatim izolovanje nejonske povrsinski aktivne supstance jonskom izmjenom

Svrha alkoholne ekstrakcije je uklanjanje nerastvornih i neorganskih sastojaka detergenta koji mogu uticati na odredivanje biorazgradljivosti.
5.1.2 Postupak jonske izmjene

Izolovanje i odvajanje nejonske povrsinski aktivne supstance od sapuna, anjonske i katjonske povrsinski aktivne supstance je neophodno za ta¢no
odredivanje biorazgradljivosti, $to se postize postupkom jonske izmjene uz kori§¢enje makroporozne smole i odgovarajucih sredstava za frakcionu
eluaciju, ¢ime se sapuni, anjonske i katjonske povrsinski aktivne supstance izoluju odjednom.




5.1.3 Analiticka kontrola

Koncentracija anjonske i nejonske povrsinski aktivne supstance u detergentu odreduje se nakon homogenizovanja, prema analiti¢ckom postupku
za MBAS i BiAS. Sadrzaj sapuna odreduje se odgovaraju¢om analitickom metodom.

Ova analiza sluzi za izracunavanje potrebnih koli¢ina za pripremu frakcija za ispitivanje biorazgradljivosti.
Za odredivanje biorazgradljivosti dovoljno je ekstrahovati vise od 80% nejonske povrsinski aktivne supstance.
5.2. Princip metode

1z homogenog uzorka (praska, ostatka nakon susenja detergenata koji su u obliku paste ili te¢nosti) dobija se etanolni ekstrakt koji sadrzi
povrsinski aktivne supstance, sapun i druge sastojke uzorka sinteti¢kog detergenta rastvorne u alkoholu. Etanolni ekstrakt se uparava do suvog ostatka
koji se rastvori u smjesi izopropanol/voda, a dobijeni rastvor, zagrijan na 50°C, propusti kroz kombinaciju kiselog katjonskog jonoizmjenjivaca i
makroporoznog anjonskog jonoizmjenjivaca, da bi se sprijecilo talozenje masnih kiselina koje se mogu pojaviti u kiseloj sredini. Nejonske povrsinski
aktivne supstance dobiju se uparavanjem otpadnog rastvora. Katjonske povrsinski aktivne supstance koji mogu uticati na ispitivanje biorazgradljivosti
i analiticki postupak, uklanjaju se pomoc¢u katjonskog jonoizmjenjivaca postavljenog iznad anjonskog jonoizmjenjivaca.

5.3. Reagensi i oprema
Reagensi i oprema koji se koriste za pripremu nejonske povrsinski aktivne supstance u testovima biorazgradljivosti su:
5.3.1. Dejonizovana voda;
5.3.2. Etanol, 95% (v/v) C,HsOH (sredstva koja se mogu koristiti za denaturaciju su metiletilketon ili metanol);
5.3.3. Smjesa izopropanol/voda (50/50 v/v):
- 50 zapreminskih djelova izopropanola, CH;CHOHCHG, i
- 50 zapreminskih djelova vode (5.3.1);
5.3.4 Rastvor amonijumhidrogenkarbonata (60/40 v/v):

0,3 mol NH;HCO; rastvori se u 1000 ml smjese izopropanol/voda koja se sastoji od 60 zapreminskih djelova izopropanola i 40 zapreminskih djelova
vode (5.3.1);

5.3.5. Katjonski jonoizmjenjivaé (KAT): Kiseo, otporan na alkohol (50-100 mesh);

5.3.6. Anjonski jonoizmjenjiva¢ (AAT): makroporozan, Merck Lewatit MP 7080 (70-150 mesh) ili odgovaraju¢i jonoizmjenjiva¢ drugog
proizvodaca;

5.3.7. Hloridna kiselina, 10% HCI (m/m);
5.3.8. Balon sa okruglim dnom zapremine 2000 ml sa staklenim ¢epom i povratnim kondenzatorom;
5.3.9. Usisni vakuum filter (koji se moZe zagrijavati) pre¢nika 90 mm za filter-papir;
5.3.10. Vakuum boca zapremine 2000 ml
5.3.11. Kolone za jonsku izmjenu sa oblogom za zagrijavanje i slavinom: unutra$nja cijev pre¢nika 60 mm, visine 450 mm (Slika 4.);
5.3.12. Vodeno kupatilo;
5.3.13. Vakuum susnica;
5.3.14. Termostat;
5.3.15. Rotacioni vakuum uparivac.
5.4. Priprema ekstrakta i izolovanje nejonski aktivnih agenasa
5.4.1. Priprema ekstrakta
Potrebna koli¢ina povrsinski aktivne supstance za ispitivanje biorazgradljivosti iznosi oko 25 g BiAS.

Koli¢ina proizvoda potrebna za pripremu ekstrakta za odredivanje biorazgradljivosti nije ve¢a od 2000 g. Ponekad je potrebno ponoviti postupak
dva ili vise puta da bi se dobila dovoljna koli¢ina supstance za odredivanje biorazgradljivosti.

5.4.2 1zolovanje sastojaka rastvornih u alkoholu

U 1250 ml etanola doda se 250 g sinteti¢kog detergenta koji se analizira, smjesa se zagrije do tacke kljucanja i reflektuje sat vremena uz
mijeSanje. Vru¢ alkoholni rastvor se brzo filtrira kroz vakuum filter sa $irokim porama zagrijan na 50°C. Balon i vakuum filter isperu se sa 200 ml
vruceg etanola. Filtrat i te¢nost od ispiranja sakupljaju se u vakuum bocu.

AKo se analiziraju paste ili te¢ni detergenti, uzorak ne sadrzi vise od 25 g anjonske povrsinski aktivne supstance i 35 g sapuna. Odmjereni uzorak
upari se do suvog ostatka. Suvi ostatak se rastvori u 500 ml etanola i nastavi se po postupku jonske izmjene (5.1.2.). Kod praskastog uzorka male
gustine (< 300 g/1) udio etanola se poveca tako da iznosi 20:1. etanolni filtrat se, na rotacionom vakuum uparivacu, upari do suvog ostatka. postupak
se ponovi ako je potrebna veca koli¢ina ekstrakta.

Suvi ostatak se rastvori u 5000 ml smje$e izopropanol/voda.
5.4.3 Priprema kolona za jonsku izmjenu:
Kolona za katjonsku izmjenu

600 ml smole za katjonsku izmjenu (5.3.5) stavi se u bocu zapremine 3000 ml i prelije sa 2000 ml hloridne kiseline (5.3.7). Ostavi se da odstoji
najmanje dva sata uz povremeno mijesanje.

Nakon toga kiselina se odlije i smola, pomoc¢u dejonizovane vode, prebaci u kolonu (5.3.12) u koju je prethodno stavljen komadic¢ staklene vune.
Eluirati kolonu dejonizovanom vodom sa protokom od 10-30 ml/min sve dok u eluatu vise ne bude hlorida. Nakon toga eluira se sa 2000 ml smjese
izopropanol/voda (5.3.3), €iji je protok od 10-30 ml/min.

Kolona za anjonsku izmjenu
600 ml smole za anjonsku izmjenu (5.3.6) stavi se u bocu i preliva sa 2000 ml dejonizovane vode.

Smola se ostavi da bubri najmanje dva sata, a zatim se pomocu dejonizovane vode prebaci u kolonu u koju je prethodno stavljen komadié¢
staklene vune.

Kolona se eluira sa oko 5000 ml 0,3 M rastvora amonijumhidrogenkarbonata (5.3.4) sve dok u eluatu vise ne bude hlorida.

Zatim se kolona ponovo eluira sa 2000 ml dejonizovane vode. Nakon toga eluira se sa 2000 ml smjeSe izopropanol/voda (5.3.3) sa protokom od
10-30 ml/min.



5.4.4. Postupak jonske izmjene

Jonoizmjenjivacke kolone se postave tako da se kolona za katjonsku izmjenu nalazi iznad kolone za anjonsku izmjenu. Jonoizmjenjivacke kolone
se zagriju na 50°C §to se reguliSe termostatom.

5000 ml rastvora dobijenog po postupku iz tatke 5.4.2. zagrije se na 60°C i propusti se rastvor kroz jonoizmjenjivacke kolone uz protok od 20
ml/min. Kolone se eluiraju sa 1000 ml vru¢e smjese izopropanol/voda (5.3.3).

Za dobijanje nejonske povrsinski aktivne supstance prikupi se filtrat i rastvor od ispiranja filtera, i na rotacionom vakuum uparivacu upari do
suva. Suvi ostatak sadrzi BiAS. Ovom rastvoru dodaje se dejonizovana voda do definisane zapremine i odredi sadrzaj BiAS u alikvotu. Rastvor se
koristi kao standardni rastvor nejonske povrsinski aktivne supstance za odredivanje biorazgradljivosti. Rastvor ¢uvati na temperaturi nizoj od 5°C.

5.4.5. Regeneracija jonoizmjenjivackih smola Katjonski izmjenjiva¢ se nakon upotrebe baca.

Smola za anjonsku izmjenu regenerise se eluiranjem sa oko 5000 ml - 6000 ml rastvora amonijumhidrogenkarbonata (5.3.4) uz protok od oko 10
ml/min sve dok u eluatu vise ne bude anjonske povrsinski aktivne supstance (test s metilenskim plavim). Zatim se anjonski izmjenjiva¢ eluira sa 2000
ml smjese izopropanol/voda (5.3.3) i tada je opet spreman za upotrebu.

PRILOG 2

OGRANICENJA SADRZAJA FOSFORA U DETERGENTIMA

Detergent Ogranicenje Datum od kada se ogranic¢enje primjenjuje

Detergent za pranje® vesa koji se koriste | Ne stavljaju se na trziste ako je ukupan sadrzaj fosfora | 30. jun 2013.
u domaéinstvu® jednak ili ve¢i od 0,5 grama u preporucenoj koli¢ini
detergenta koji se koriste u glavnom ciklusu za pranje
procesa za standardno opterecenje masine za ves, u skladu
sa Prilogom 3 dio B, tvrdu vodu:

- za “uobiCajeno zaprljane tkanine” u slucaju univerzalnih
detergenata;

- za “umjereno zaprljane tkanine” u sluc¢aju detergenata za
osjetljive tkanine.

Detergenti za masinsko pranje posuda | Ne stavljaju se na trziSte ako je ukupan sadrzaj fosfora | 1.januar 2017.
koji se koriste u domacinstvu * jednak ili ve¢i od 0,3 grama u standardnoj dozi

PRILOG 3

NACIN OZNACAVANJA DETERGENTA
Dio A - Oznacavanje sadrzaja

Na ambalazi detergenta se navodi svaki sastojak ¢ija je koncentracija vec¢a od 0,2%, navodenjem opsega masenog udijela tog sastojka izrazenog u
procentima i to:

- manje od 5% (<5%)
- od 5% do 15% (5-15%)
- od 15% od 30% (15-30%)
-30% i vise.
Odredba stava 1 ovog priloga primjenjuje se na sljedece supstance:
- fosfate;
- fosfonate;
- anjonske povrsinske aktivne supstance;
- katjonske povrsinske aktivne supstance;
- amfoterne povrsinske aktivne supstance;
- nejonske povrsinske aktivne supstance;
- izbjeljivace na bazi kiseonika;
- izbjeljivace na bazi hlora;
- EDTA i njene soli;
- NTA (nitrilotriacetatna kiselina) i njene soli;
- fenole i halogenovane derivate fenola;
- paradihlorobenzen;

2 Pranje je &iséenje vesa, tkanina, posuda i drugih povrsina; Ciséenje je proces kojim se nepozeljni depozit istiskuje iz podloge ili je iz podloge
doveden u stanje rastvora ili disperzije;

% Detergent za pranje vesa koji se koristi u domaéinstvu je detergent za ve§ koji se stavlja na trziste za neprofesionalne korisnike ukljuujuci upotrebu
u javnim perionice;

* Detergent za masinsko pranje posuda koji se koristi u domaginstvu je detergent koji se stavlja na trziste za upotrebu u masinama za posude za
neprofesionalne korisnike.



- aromati¢ne ugljovodonike;
- alifati¢ne ugljovodonike;
- halogenovane ugljovodonike;
- sapune;
- zeolite;
- polikarboksilate.
Sastojci detergenta koji se navode na ambalazi bez obzira na njihovu koncentraciju su:
- enzimi;
- dezinficijensi;
- opticka bjelila;
- mirisi;
- konzervansi.

Naziv konzervansa navodi se na ambalaZi u skladu sa propisom kojim se ureduju kozmeticki proizvodi, ako naziv nije dostupan, navodi se naziv
kojim proizvodac raspolaze.

Alergeni kao i sastojci mirisa navode na ambalazi detergenta u koncentracijama koje prelaze 0,01 %, a naziv alergena navodi se u skladu sa
propisom kojim se ureduju kozmeticki proizvodi.

Za detergente koji se upotrebljavaju u industrijskom sektoru i za profesionalne potrebe, a nisu dostupni za Siroku upotrebu, zahtjeve iz stava 1
ovog dijela nije potrebno ispuniti ako su podaci sadrzani u bezbjednosnim listovima.

Dio B - Oznacavanje podataka o doziranju

Na ambalazi detergenta za opStu upotrebu namijenjenog za pranje vesa navode se sljedece informacije i napomene:

1) preporuéene koli¢ine i/ili uputstva u kojima su navedene doze izrazene u mililitrima ili gramima potrebnim za standardno punjenje® u masinama za
pranje vesa, za meku, srednje tvrdu i tvrdu kategoriju vode sa podacima za jedan ili dva ciklusa pranja;

2) broj standardnih punjenja u masinama za pranje vesa za srednje zaprljan ves za univerzalne detergente®;

3) broj standardnih punjenja u masinama za pranje vesa za srednje zaprljan ve$ koji se moze oprati sadrZzajem pakovanja uz upotrebu vode srednje
tvrdoce (2,5 mmol CaCO3/1) za detergente sa specificnom namjenom za osjetljive tkanine;

4) ako se u pakovanju nalazi mjerna posuda - njena zapremina se navodi u mililitrima ili gramima, a ta posuda ima oznake za odredivanje doze
detergenta za standardno punjenje u masinama za pranje vesa za meku, srednje tvrdu i tvrdu kategoriju vode.

Na pakovanjima detergenata u prodaji za Siroku potro$nju koji su predvideni kao detergenti za masinsko pranje posuda navode se podaci o
standardnoj dozi izrazenoj u gramima ili ml ili s brojem tableta za glavni ciklus pranja normalno zaprljanog posuda u punoj masini za pranje posuda
za 12 kompleta po$tujuci prema potrebi prilagodavanja na meku, srednje tvrdu i tvrdu kategoriju vode.

® Standardna punjenja masine za pranje vesa su 4,5 kg suve tkanine za jake detergente i 2,5 kg suve tkanine za blage detergente.
® Detergent se smatra univerzalnim detergentom, osim ako proizvoda¢ ne naglasi upotrebu njegu tkanine, npr. pranje na niskoj temperaturi, pranje
osjetljivih i obojenih tkanina.



