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Ek-8
Test Yontemleri ve Analitik Yontemler

Asagidaki test ve analitik yontemler, Bakanlik tarafindan yiiriitiilecek piyasadaki deterjanlarin
kontrol islemlerinde uygulamr:

1. Referans ydntemi (dogrulama testi)

1.1, Tamum

Bu ydntem, sehir atik su aritma iglemleri igin tasarlanmig olan aktif ¢amur ve ikincil ¢okelme
sistemi igin tantmlanan bir laboratuvar modelidir. TS EN ISO 11733'te belirtildigi sekilde bu
test yontemine, gelistiriimis modem isletme sartlar: uygulanabilir.

1.2. Olgiim i¢in gerekli ekipman

Olgine isleminde, genel hatlan Sekil 1°de ve aynntilari $ekil 2’de verilen kiigiik aktif camur
tesisati kullanilir. Ekipman, sentetik atik su igin sentetik atk su deposu A, besleme ayar
pompast B, havalandirma kabi C, ¢oktiirme kabi D, aktif gamuru tekrar beslemesi igin hava
pompast E ve islemden gegirilmis atik siviyr depolamak igin kap F’den olusur.

A ve F kaplan camdan veya uygun bir plastikten yapilmig olmali ve en az yirmi dort litrelik bir
hacme sahip olmalidir. B pompast, sentetik atik suyun, havalandirma kabina sabit bir debide
akigini saglamalidir; bu kap, normal islem esnasinda, ii¢ litre s1v1 karigim ihtiva eder, C kabinn
koni seklindeki taban kismimn tist blgesinde asilt halde sinterlenmis bir G havalandirma kabi
bulunur, Havalandiricidan gegirilen hava miktart, H debi dlgeriyle siirekli izlenmelidir.

1.3. Sentetik atik su

Deneyde, sentetik atik su kullanilir. Her bir litre gesme suyu igin, asagida belirtilen maddeler
¢Oziillr:

- 160 mg pepton;

- 110 mg et ekstrats;

- 30 mg iire, CO(NHz)2;

- 7 mg sodyum klortir, NaCl;

- 4 mg kalsiyum kloriir, CaCl2.2H>0;

- 2 mg magnezyum siilfat, MgS04.7H20;

- 28 mg dipotasyum hidrojen fosfat KzHPOs ;
- ve 10 £ 1 mg yiizey aktif madde.

Sentetik atik su, kullanilacag: giin taze olarak hazirlanur.

1.4. Orneklerin hazirlanmasi

Baska maddeler katilmamis ylizey aktif maddeler, oldugu gibi deneye tabi tutulur. Sentetik atik
suyun hazirlanabilmesi igin, ylizey aktif madde numunesinin aktif igeriginin belirlenmesi
gereklidir (1.3).

1.5. Ekipmamn ¢ahistirilmasi

Ilk olarak, C havalandirma kab1 ve D ¢8kttirme kabi sentetik atik su ile doldurulur. D kabimin
yiiksekligi, C havalandirma kabinin hacmi tig litre olacak sekilde sabitlenir. Esas itibariyle evsel
kaynakl: atik sularin islendigi bir atik su aritma tesisinden yeni alinmus, iyi kalitede 3 ml’lik
ikinci kademe sivi atigr sentetik atik suya ilave edilerek agilama yapihr. Bu agilama sivist,
numune alma ve uygulama iglemleri arasindaki ddénemde acrobik sartlarda muhafaza
edilmelidir. Sonra, G havalandinicisy, E hava pompast ve B besleme ayar pompasi ¢aligtirilir.
Sentetik atik su, besleme debisi 1 litre/saat olacak gekilde, C havalandirma kabindan gegirilir.
Bu sekilde, pis suyun C kabindaki ortalama bekleme siiresi li¢ saate ayarlanmug olur.
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Havalandirma hizi, C kabindaki kangim siirekli siispansiyon halinde kalacak ve ¢Oziinmiis
oksijen miktar1 en az 2 mg/L olacak sekilde ayarlamir. Bu esnada, uygun yollarla kdpiiklenme
Snlenmelidir. Aktif gamuru inhibe eden veya yiizey aktif madde igeren kopiik énleyici maddeler
kullamilmamalidir. E hava pompast, ¢8ktiirme kabindaki aktif gamur, C havalandirma kabina
siirekli ve diizenli olarak tekrar beslenecek sekilde ayarlamir. C havalandirma kabiun iist
kisminda, D ¢6ktiirme kabinin tabaninda veya dolasim hattinda birikmis ¢amur, firga veya
baska uygun bir ydntem ile giinde en az bir defa kazinarak dolagima verilmelidir. Camurda
¢8kelme durduBunda, 2 ml’lik béliimler halinde % 5’lik demir klorlir ¢8zeltisi ilave edilerek
yogunlugu arttirilabilir; gerektiginde, bu iglem tekrar edilir.

D ¢bktirme kabindan tasan atik sivi 24 saat miiddetle F kabinda toplanir ve ¢ok iyi
kanigtinldiktan sonra numune alinir, Bu iglemi takiben F kabi dikkatlice temizlenir.

1.6. Olgme ekipmaninm kontrolil
Sentetik atik suyun (mg/L cinsinden) yiizey aktif madde muhtevasi, kullanimdan hemen énce
tayin edilmelidir.

24 saat stireyle F kabinda toplanmis bulunan sividan alinan numunenin (mg/L cinsinden) yiizey
aktif madde muhtevasi, hig beklenilmeden, aym yontemle analitik olarak tayin edilir. Tayin
hemen yapilamayacaksa, numuneler tercihen dondurularak korunmahdir. Yiizey aktif madde
konsantrasyonlar1 0,1 mg/L yaklagimla belirlenmelidir.

Prosesin verimliligini kontrol amaciyla, F kabinda toplanan cam elyaftan gegirilmis atik sivinin
ve A kabindaki filtrelenmig sentetik atik suyun kimyasal oksijen ihtiyac1 (COD) veya ¢oziinmiig
organik karbon (DOC) muhtevast haftada en az iki defa tayin edilir.

Sekil 3'te gortldigt gibi, 6n islem periyodu sonunda, viizey aktif maddedeki giinlitk
pargalanabilirlik degerleri diizenli hale geldiginde, DOC veya COD degerlerindeki azalma
hemen hemen sifira inmelidir.

Havalandirma kabindaki aktif ¢amur i¢inde asili halde bulunan katilarin kuru madde muhtevasi
/L cinsinden haftada iki-defa tayin edilmelidir. Kuru madde muhtevasi 2,5 g/L’den fazla ise,
gamurun bir bdliimii alinmalidir.

Pargalanma deneyi, oda sicakliginda yapilir. Ancak, sicaklik kararhi durumda olmali ve 19-24
°C araliginda tutulmahdar.

1.7. Biyolojik parcalanabilirliin hesaplanmasi
Yiizey aktif maddenin pargalanma ylizdesi, giinlitk olarak, sentetik atik suyun ve F kabinda
toplanan stvinin mg/L cinsinden ylizey aktif madde muhtevasi teme} ahinarak hesaplanmalidir.

Elde edilen paralanabilirlik degerleri, Sekil 3’te gosterildigi gibi grafige gegitilir.

Yiizey aktif maddenin parcalanabilirligi, pargalanmanin diizenli oldugu ve donanimin
problemsiz olarak galistig: siirece, 6n islem ve yeni ortama aligtirilma periyodunu takip eden
yirmi bir glin ve lizeri siirede elde edilen degerlerin aritmetik ortalamasi olarak hesaplanmalidir.

On islem periyodu, hig bir durumda alt: haftay: gegmemelidir.

Gtinliik pargalanma degerleri % 0,1 yaklagimla hesaplanmali, ancak nihai deger en yakm tam
sayiya yuvarlatilarak verilmelidir.
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Bazi durumlarda, numune alma siklig1 azaltilabilir, ancak ortalama degerin hesaplanmasinda,
&n iglem periyodundan sonra gelen yirmi bir giinliik dénem boyunca alinmis en az on dért adet
numune kullamlmalidir.

2. Biyolojik pargalanabilirlik testlerinde anyonik yiizey aktif maddelerinin tayini

2.1, Prensip

Tayin yontemi, boyar &zelliklere sahip katyonik metilen mavisinin, anyonik yiizey aktif
maddelerle(MBAS) reaksiyona girerek kloroformla ekstrakte edilebilen mavi renkli tuzlar
olugturmasi prensibine dayamir. Girigimleri énlemek igin, dnce alkali ¢dzeltiyle muamele
edildikten sonra asidik metilen mavisi ¢6zeltisi ile ekstraksiyon yapilir. Ayrilan organik fazin
absorbanst, absorpsiyonun maksimum oldugu 650 nm dalga boyunda fotometrik olarak slgiiliir.

2.2. Reaktifler ve ekipmanlar

2.2.1. Tampon ¢8zelti, pH 10

Bu ¢dzelti, analitik saflikta 24 g sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve analitik saflikta 27 g susuz
sodyum karbonatin (Na2CO; ) deiyonize su iginde ¢dziilmesi ve ¢dzeltinin deiyonize su ile 1000
ml’ye seyreltilmesiyle hazirlanir.

2.2.2. Nétral metilen mavisi ¢6zeltisi

Analitik saflikta 0.35 g metilen mavisi deiyonize su iginde ¢oziiliir ve deiyonize su ile 1000
ml’ye seyreltilir. Cozelti, kullammdan en az 24 saat dnce hazirlanmalidir. Kloroforma kargt
olgtilen sahit kloroform fazinin absorbanst, 650 nm dalga boyunda her 1 cm optik yol igin
0.015°i gegmemelidir.

2.2.3.  Asidik metilen mavisi ¢6zeltisi

Analitik saflikta 0,35 g metilen mavisi 500 ml deiyonize su iginde ¢éziiliir ve 6,5 m! siilfiirik
asit (d=1,84 g/ml) ile kangtirilir. Cozelti, deiyonize su ile 1000 ml’ye seyreltilir. Cozelti
kullammdan en az 24 saat 6nce hazirlanmalidir. Kloroforma kars1 dlgiilen gahit kloroform
fazinin absorbansi, 650 nm dalga boyunda her 1 ¢cm optik yol igin 0.015°1 gegmemelidir.
2.2.4. Kloroform (triklormetan), analitik saflikta, yeni damttilmig

2.2.5. Dodesil benzen siilfonik asit metil esteri

22.6. Potasyum hidroksit (KOH) ¢ozeltisi, 0,1 M, Etanolde ¢oziilerek hazirlanmis

22.7. Etanol C2HsOH, saf

228. Silfrik asit HySO4,g0zeltisi, 0,5 M

2.2.9. Fenolftalein ¢ozeltisi

Bu ¢8zelti, 1 g fenolftaleinin 50 ml etanol iginde ¢8ziiliir ve siirekli kangtirarak igine 50 ml
deiyonize su ilave edilir. C8kelek olugursa, siiziilerek ayrilir.

2.2.10. Metanol hidroklorik asit:250 ml hidroklorik asit (analitik saflikta) ve 750 ml metanol
2.2.11. Aywma hunisi, 250 ml’lik

2.2.12. Olgiilti balon, 50 ml’lik

2.2.13. Olgtiltt balon, 500 ml’lik
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2.2.14, QOlgiilti balon, 1,000 ml*lik

2.2.15. Balon, 250 ml’lik, yuvarlak dipli, rodajli bir cam tapasi: bulunan, geri sogutuculu;
kaynama taslan

2.2.16. pH metre
2.2.17. Fotometre, 650 nm’de 8lgiim yapmak igin, (1-5) cm hiicreleri bulunan
2.2.18. Kalitatif siizges kagitlan

2.3. Islem
Analize tabi tutulacak numuneler, kopiik seviyesinden alinmamalidir.

Analizlerde kullamlacak ekipmanlar su ile iyice yikandiktan sonra, kullarlmadan Snce,
metanollii hidroklorik asit (2.2.10) ve arkasindan deiyonize su ile ¢ok iyi durulamir.

Aktif gamur tesisine giren ve ¢ikan sivilardan alinan numuneler hig bekletilmeden stiziiliir, Itk
100 mI’lik siiziinttiler atilir.

Bilinen hacimde numune, gerekirse notrallestirilerek, 250 ml'lik ayirma hunisine (2.2.11)
alimir. Numune miktar1 20-150 g MBAS icermelidir. MBAS muhtevasi ddsiik olan
numunelerde, numune hacmi 100 ml’ye kadar artirilabilir. Numune hacmi 100 ml’den az ise,
numune deiyonize suile 100 ml’ye kadar seyreltilir. Numuneye, 10 ml tampon ¢dzeltisi (2.2.1),
5 ml nétral metilen mavisi ¢bzeltisi (2.2.2) ve 15 ml kloroform (2.2.4) ildve edilir. Karigim,
¢ok siddetli olmamak kaydiyla, 1 dakika stireyle dilzenli bir sekilde galkalamir. Faz
aynlmasindan sonra, kloroform tabakast, iginde 110 ml deiyonize su ve 5 ml asidik metilen
mavisi ¢8zeltisi (2.2.3) bulunan ikinci bir ayirma hunisine ahmr. Kangim 1 dakika siireyle
calkalanir. Kloroform tabakasi, dnceden temizlenmig ve kloroform ile 1slatilmig bulunan bir
cam pamugu yerlestirilmig huniden gegirilerek 6l¢iilii balona (2.2.12) alinur,

Alkali ve asidik gbzeltiler, ikinci ve iglinct ekstraksiyonlarda 10’ar ml kloroform kullanilarak
iic kez ekstrakte edilir, Birlestirilen kloroform ekstraktlan ayni cam pamuk yerlestirilmisg
huniden stizillir ve cam pamuk yerlegtirilmis huninin yikanmasinda kullamlan kloroformia
balonun 50 ml ¢izgisine (2.2.12) tamamlanir. Kloroform ¢ozeltisinin absorbanst, 1-5 cm
hiicrelere sahip fotometre (2.2.17) ile 650 nm dalga boyunda kloroforma kargi Sl¢iildr. Biitlin
islemler stiresince bir gahit deney yapilir.

2.4. Kalibrasyon grafigi

Standart madde dodesil benzen stlfonik asit metil esteri (tetrapropilen tipinde, molekiil
agirligi=340) gozeltisinden potasyum tuzu ile sabunlagtirildiktan sonra bir kalibrasyon ¢6zeltisi
hazitlanir, MBAS igerigi, Sodyum dodesil benzen siilfonat (moleklll agirhigi=348) olarak
hesaplanur. .

Tartim kab1 kullanilarak, 400-450 mg Dodesil benzen siilfonik asit metil esteri (2.2.5) 0.1 mg
duyarhihkla tartifir ve yuvarlak tabanli balona alinir ve igine 50 ml etanollii potasyum hidroksit
gozeltisi (2.2.6) ile bir kag kaynama tag1 konur. Geri sogutucu takilir ve karigim bir saat
middetle kaynatilir. Sogutulduktan sonra, geri sogutucu ve traglanmis cam baglant: yaklagik
30 ml etanol ile balon igine yikanir. Cézelti, renksiz hale gelinceye kadar fenolftalein
indikatoriine karst siilfiirik asit ile titre edilir. Cozelti daha sonra 1000 ml’lik dlgiilii balona
(2.2.14) aktarlir, igaret gizgisine kadar deiyonize su ile seyreltilir ve kangtirihir.
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Hazirlanan bu stok ylizey aktif madde ¢ozeltisinin bir kismu tekrar seyreltilir. Bunun igin,
¢bzeltiden 25 mI’lik bir kisim alinir, 500 mi’lik 8lgiilii balona (2.2.13) aktarilir, deiyonize suile
igaret ¢izgisine kadar seyreltilir ve kargtirtlir,

Ex 1,023

Bu standart ¢6zeltinin 1 ml’sinde,
u S| rt ¢ozeltinin 1 ml’sinde 20000

mg MBAS bulunur.

E: mg cinsinden numunenin agirhgidur.

Kalibrasyon grafiginin hazirlanabilmesi i¢in, standart ¢6zeltiden 1 ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml ve 8
ml’lik kisimlar alinir ve her biri deiyonize su ile 100 ml’ye seyreltilir ve daha sonra 2.3°te
verilen islem, sahit deney iglemi dahil olmak Uzere, uygulanir.

2.5. Sonugclarin hesaplanmasi
Numunenin anyonik ylizey aktif madde (MBAS) miktart kalibrasyon grafifinden (2.4) okunur.
Numunenin MBAS igerigi agagidaki gibi hesaplanir:

mgMBASx 1000
14

=MBAS mg/L

Burada;
V: Kullamlan numunenin ml cinsinden hacmidir.
Sonuglar, Sodyum dodesil benzen stilfonat (MA: 348) olarak verilir.

2.6 Sonuglann gisterilmesi
Sonuglar 0.1 yaklagimla MBAS mg/L cinsinden ifade edilir.

3. Biyolojik pargalanilabilirlik deney sivilarinda noniyonik yiizey aktif madde tayini

3.1. Prensip
Yiizey aktif maddeler deristirilir ve gaz ayirma ydntemi ile izole edilir, Kullanilan numunedeki
noniyonik yiizey aktif madde miktar1 250-800 pg arahiinda olmalidar.

Aynlan yiizey aktif madde etil asetatta ¢oziliir.

Faz aynlmasindan ve ¢dziiclnin buharlagtirilmasindan sonra, noniyonik yiizey aktif madde,
modifiye Dragendorff reaktifi (KBils+BaClatbuzlu asetik asit) ihtiva eden sulu ¢dzelti iginde
cOktlriliir.

Cokelek stiziillir, buzlu asetik asit ile yikamr ve amonyum tartarat ¢bzeltisinde ¢oziiniir.
Cozeltideki bizmut, bir parlak platin indikator elektrot ve bir kalomel veya giimilg/gtimiig klortir
referans elektrot kullamlarak, pH degeri 4-5 arasinda tutulan bir pirolidinditiyokarbamat
¢Ozeltisi ile potansiyometrik olarak titre edilir. Bu yontem, 6-30 aralifinda alken oksit gruplan
ihtiva eden noniyonik yiizey aktif maddelere uygulanir.

Titrasyon sonucu elde edilen deger, ampirik faktér 54 ile ¢arpilarak, noniyonik yiizey aktif
madde derigimi, standart referans madde olarak alinan 10 mol etilen oksitli nonilfenol (NP 10)

cinsinden ifade edilir.

3.2. Reaktifler ve ekipman
Reaktiflerin hazirlanmasinda sadece deiyonize su kullanilmalidir.
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3.2.1. Saf etil asetat, yeni damitilmis,
3.2.2, Sodyum bikarbonat (NaHCO3), analitik saflikta

3.2.3. Hidroklorik asit ¢dzeltisi [20 ml derigik hidroklorik asit su ile 1000 ml ye tamamlanarak
hazirlanir]

3.2.4. Metanol, analitik saflikta, yeni damtilmig ve cam sisede muhafaza edilen.
3.2.5. Bromkrezol moru; 100 ml metanolde 0.1 g

3.2.6. Coktlirme reaktifi: Coktiirme reaktifi, iki kistm A ¢dzeltisi ile bir kistm B ¢6z¢ltisinin
kanistirilmast ile hazirlanur. Karisim, kahverengi bir sisede muhafaza edilmeli ve karistirildiktan
sonra bir hafta i¢inde kullanilmalidir.

3.2.6.1. A ¢bzeltisi

Analitik saflikta 1.7 g bizmut nitrat (BiONO3.H20), 20 ml buzhu asetik asitte ¢oziiliir ve
su ile 100 ml’ye tamamlanir. Ayr bir kapta, analitik saflikta 65 g potasyum iyodiir 200
ml suda ¢8ziilir. Bu iki ¢ozelti 1000 m1’lik 6lgiilii bir balonda kanstirthir, iizerine 200 ml
buzlu asetik asit (3.2.7) ilave edilir ve su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

3.2.6.2. B ¢bzeltisi
Analitik saflikta 290 g baryum klorlir (BaCl.2H:0) suda ¢éziilerek 1000 ml ye
tamamlanir.

3.2.7. Buzlu asetik asit, % 99-100’liik (daha diisiik konsantrasyonlar arzu edilmez).

3.2.8. Amonyum tartarat ¢bzeltisi: Analitik saflikta 12,4 g tartarik asit ile analitik saflikta 12,4
ml amonyak ¢&zeltisi (d=0,910 g/ml) kanstirilir ve su ile 1000 ml’ye tamamlanir (esdeger
miktarda analitik saflikta amonyum tartarat da kullanilabilir).

3.2.9. Amonyak ¢dzeltisi, seyreltik: Analitik saflikta 40 ml derisik amonyak ¢6zeltisi (d=0,910
g/ml) su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

3.2.10. Standard asetat tampon ¢dzeltisi: Analitik saflikta 40 g kati sodyum hidroksit bir
behetde suyla ¢éziilerek 500 ml ye tamamlanir ve sogutulur. Cdzeltiye 120 ml buzlu asetik
asit (3.2.7) ilave edilir. Tyice kanigtirilir, sogutulur ve 1000 mI’lik 8lgillii balona aktanlar, Tsaret
¢izgisine kadar su ile tamarlanr.

3.2.11. Pirolidinditiyokarbamat ¢ozeltisi (karbat ¢ozeltisi olarak bilinir): 103 mg sodyum
pirolidinditiyokarbamat (CsHgNNaS,.2H,0) yaklagik 500 ml suda ¢8zilltr, analitik saflikta 10
ml n-amil alkol ve analitik saflikta 0.5 g sodyum bikarbonat (NaHCO3) iléve edilir ve su ile
1000 ml’ye tamamlamr.

3.2.12. Bakar siilfat gozeltisi (3.2.11°in standardizasyonu igin)
STOK GOZELTI:
Analitik saflikta 1.249 g bakar siilfat (CuS04.5H20) 50 ml 0,5 M stilfiirik asit ¢Ozeltisi ile

karigtirilir ve su ile 1000 ml’ye tamamlanar,

STANDARD COZELTL:
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50 ml stok ¢ozelti, 10 ml 0.5 M stlfiirik asit (H280a) ile kangtirlir ve su ile 1000 ml’ye
tamamlanir.
3.2.13. Sodyum kloriir, analitik saflikta.

3.2.14. Gaz ayirma cihazi (Bkz. Sekil 5)
Sinterlenmis diskin gapi, silindirin i¢ ¢ap1 ile aym biiyiiklikte olmalidir.

3.2.15. Ayirma hunisi, 250 mI’lik.

3.2.16. Manyetik karigtirict, 25-30 mm’lik bir magneti bulunan.

3.2.17. Gooch krozesi, Tip G 4, delikli tabamnin ¢ap: 25 mm olan.

3.2.18. Cam elyaf slizgeg kagitlar, daire seklinde, daire gap1 27 mm ve lif ¢ap1 0.3-1,5 m olan.

3.2.19. Stizme erlenleri, iki adet, 250 ml ve 500 m1’lik, adapt&rlil ve lastik tapal.

3.2.20. Potansiyometre, kaydedicili, dlgme arahifn 250 mV olan, parlak platin indikat6r
elektrodu ve kalomel veya glimiig/glimtis klorilr referans elektrodu bulunan, 20-25 ml kapasiteli
bir otomatik biireti veya alternatif olarak manuel donanimi bulunan.

3.3. Yintem

3.3.1. Ylizey aktif maddelerin ayrilmas: ve konsantrasyonu

Numune ¢ozeltisi bir kalitatif siizge¢ kagidindan stiziiliir, Stiziinttntn ilk 100 mI’lik kismu atilar,

Onceden etil asetat ile galkalanmis ayirma cihazi igine, 250-800 g arasinda neniyonik yiizey
aktif madde bulunacak miktarda numune konur.

Ayrilmay kolaylastirmak igin 100 g sodyum klor{ir ve 5 g sodyum bikarbonat ilave edilir.

Numune hacmi 500 ml’den fazla ise, bu tuzlar ayirma cihazina kat1 halde konur ve azot veya
hava gegirilerek ¢oziilir.

Daha kilgtlk hacimli bir numune kullamlmis ise, tuzlar 8nce 400 ml suda ¢bziilir ve daha sonra
ayirma cihazina ilave edilir.

Cihaza, once list musluk seviyesine kadar su ilave edilir.

Suyun iizerine dikkatlice 100 ml etil asetat eklenir.

Gaz (azot veya hava) hattindaki yikama gigesine 2/3'tine kadar etil asetat konur.

Cihazdan 30-60 L/h akis izt alunda gaz gegirilir; bir akis dlger kullamlmas: tavsiye edilir.
Havalandirma hiz1 baslangigta yavas yavas arttirilir. Daha sonra gaz akist, faz aywruminin
belirgin bir gekilde goriilecegi ve fazlann birbirleriyle karigmasinin ve sudaki etil asetat

¢Ozeltisinin en az olacag bigimde ayarlanur. 5 dakika sonra gaz akigi durdurulur.

Organik fazin hacminde sudaki ¢ozeltisi sebebiyle % 20°den fazla bir azalma olur ise, gaz akist
dikkatlice ayarlanarak ayirma iglemi tekrarlanir,

Organik faz ayirma hunisine alinir. Ayirma hunisinde bulunabilecek bir kag ml su, gaz ayirma
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cihazina geri aliir. Etil asetat fazi, kuru kalitatif siizges kagidindan 250 ml’lik behere siiziiliir.

Gaz ayirma cihazina 100 ml daha etil asetat konur ve S dakika miiddetle tekrar azot veya hava
gegirilir. Organik faz ilk ayirmada kutlamlan ayirma hunisine ahinir, sulu faz atilir ve organik
faz, ilk etil asetat kismmn stizilldtighi stizgegten stiziilir. Ayirma hunisi ve stizgeg 20 ml etil
asetat ile ¢alkalanir.

Etil asetat ekstrakt: bir su banyosunda (geker ocak iginde) kuruluga kadar buharlastirilir,
Buharlagtirmay arttirmak igin, ¢6zeltinin yiizeyi {izerinden hafif bir hava akim gegirilir.

3.3.2. Coktirme ve siizme
3.3.1°de elde edilen kuru kalinti 5 ml metanolde ¢oziilir, 40 ml su ve 0.5 ml seyreltik
hidroklorik asit (3.2.3) ilave edilir ve kangim manyetik kanisuric: ile kangtinilir,

Bu ¢ozeltiye 6lgme silindirinden 30 ml ¢oktiirme reaktifi (3.2.6) ilave edilir. Cozelti siirekli
kangtirilarak ¢okelti olugturulur. 10 dakikalik bir karigtirma igleminden sonra ¢ézelti en az 5
dakika miiddetle kendi halinde bekletilir.

Karigim tabami cam elyaf stizgeg kagidi ile kaplanmig bir Gooch krozesinden stiziiltir. Once
stizgeg kigidindaki kalinti, vakum uygulanarak 2 ml buzlu asetik asit ile yikanir, Daha sonra
beher, magnet ve kroze, 40-50 ml buzlu asetik asit ile yikanir, GCokeltiden hazirlanacak ¢ozelti
titrasyon igin ayni behere alinacagindan ve kalan ¢8kelti daha sonra ¢éziilecegi igin, beher
¢eperlerine yapismus gokeltinin kantitatif olarak alimmasi dnemli degildir.

3.3.3. Cokeltiden ¢ozelti hazirlanmast

Stizgeg krozesindeki gokeltiye 10’ar mI'lik kisimlar halinde tg sefer (yaklagik 80 °C) sicak
amonyum tartarat ¢ézeltisi (3.2.8) ilave edilir ve ¢okelti ¢oziilir, Daha sonra her bir tartarat
cozeltisi birkag dakika krozede bekletilir ve vakumlu filtreden gegirilerek balona toplanr.

Stizme erlenindeki stiziintil ¢oktiirme isleminin yapildign behere alimr. Kalan ¢8keltinin
¢oziinmesi igin beherin ¢eperleri 20 ml tartarat ¢ozeltisi ile ¢alkalamr.

Kroze, adaptdr ve siizme erleni 150-200 ml su ile yikanir, yrtkama sular1 ¢8kelti igin kullamlan
behere ilave edilir.

3.3.4. Titrasyon

Cozelti, manyetik karistiric1 (3.2.16) ile kanigtirilir, bir kag damla bromkrezol moru (3.2.5) ve
renk menekseye doniisiinceye kadar seyreltik amonyak ¢ozeltisi (3.2.9) ilave edilir (Cozelti,
asitle yikanma sebebiyle hafifce asidiktir).

Cozeltiye daha sonra 10 ml standart asetat tampon ¢ozeltisi (3.2.10) ilave edilir, elektrotlar
daldirilir ve bilret ucu ¢dzeltive daldirilmis olarak standart karbat ¢ozeltisi (3.2.11) ile
potansiyometrik olarak titre edilir,

Titrasyon lizi 2 ml/dakika’y1 gegmemelidir.

Déniim noktas, titrasyon egrisinin iki kanadinin kesistigi noktadir.

Zaman zaman, titrasyon egrisinin donlim yerinde diizlesme goriilebilir; bu durum, platin
elektrodun dikkatlice temizlenmesi ile (zumpara kagid: kullanilarak) Snlenebilir.

3.3.5. Sahit deneyler
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Ayni zamanda, 3.3.2’de belirtilen islemlere uygun olarak, 5 ml metanol ve 40 ml su
kullamlarak yukanda belirtilen iglemlerin tamarm uygulanarak bir gsahit deney yapilir.
Titrasyonda harcanan standart karbat ¢dzeltisi miktart 1 ml’yi asmamahdir, aksi takdirde
kullanilan reaktiflerin (3.2.3, 3.2.7, 3.2.8, 3.2.9, 3.2.10), 6zellikle aBir metal igerigi agisindan,
safliindan giiphe duyulur ve bu durumda, reaktifletin degistirilmesi gerekir. Sahit deney
sonucu, nihai sonuglarin hesaplanmasinda goz niine alinmalidur.

3.3.6. ‘Karbat gdzeltisi’ faktSriiniin kontrolii

Karbat ¢ézeltisi igin faktdr tayini, ¢ozeltinin kullamlacag: giin yapilmahidir. Bu amagla, 10 ml
bakir siilfat ¢ozeltisi (3.2.12), 100 ml su ve 10 ml standart asetat tampon g¢ozeltisi (3.2.10)
ilavesinden sonra karbat ¢8zeltisi ile titre edilir. Kullanilan miktar a (ml) ise fakeor f, agagidaki
gibi hesaplamr:

(10
T a

ve biitiin titrasyon sonugiari bu faktorle garpilmahidir.

3.4. Sonuglarin hesaplanmasi

Her noniyonik ylzey aktif maddenin, bilegimine ve dzellikle de alken oksit zincirinin
uzunluguna bagl olarak farkli bir faktdr degeri vardir. Noniyonik yiizey aktif madde derigimi,
standart madde olarak kabul edilen 10 etilen oksit birimli bir nonilfenol (NP 10) cinsinden ifade
edilir. Nonilfenol i¢in dniigtim faktdrii 0.054°t0r.

Bu faktor kullanilarak, numunede bulunan noniyonik aktif madde miktari, NP 10 egdeger mg
olarak, agagidaki formiille verilir:

(b - )xﬁf 0,054 =NP 10 esdeger mg noniyonik ylizey aktif madde miktar
Burada;

b = numune igin harcanan karbat ¢dzeltisi' hacmni, ml,

¢ = sahit deneyde harcanan 'karbat ¢ozeltisi' hacmi, ml,

f ='karbat ¢tizeltisinin' faktoriidiir.

3.5. Sonuglarin gisterilmesi
Tayin sonucu 0.1 mg/L NP 10 yaklagimla, mg/L NP 10 cinsinden verilir.

4- Deneye tabi tutulacak anyonik yiizey aktif maddelerin &n islemden gecirilmesi

4.1. On iglem notlan

4.1.1. Numunelerin iglemden gegirilmesi

Referans ynteminde (dogrulama testi) birincil biyolojik pargalanabilirligin tayininden &nce,
aniyonik ytizey aktif maddelere ve formiile edilmig deterjanlara uygulanacak islem agagidaki
cizelgede belirtilmistir:

Uriinler Islem

Anyonik yiizey aktif maddeler| Yok

Formiile edilmis deterjanlar | Once alkolle ekstrakte edilir ve daha sonra, iyon
degistirme islemi ile anyonik yiizey aktif maddeler
aynlir.
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Alkolle ekstraksiyon yapilmasinin nedeni, ticari iirlinlerde bulunan ve bazi durumlarda
biyolojik pargalanabilirlii bozabilecefi diigiiniilen inorganik ve ¢bziinmeyen maddeleri
uzaklastirmaktir,

4.1.2. Tyon degistirme iglemi

Dogru bir biyolojik pargalanabilirlik deneyinin yapilabilmesi i¢in, anyonik yiizey aktif
maddelerin sabundan, noniyonik ve katyonik yilizey aktif maddelerden izole edilmesi ve
ayrilmasi gerekir,

Bu iglem, kademeli elusyon igin uygun eluant ve kaba gézenekli degistirici regine kullanilarak
iyon degigtirme teknigi ile gergeklestirilir. Bu sekilde, sabun, anyonik ve nonyonik yiizey aktif
maddeler tek bir iglemle izole edilebilir.

4.1.3. Analitik kontrol

Homojenlestirme igleminden sonra, sentetik deterjandaki anyonik yiizey aktif madde derigimi,
MBAS analitik yontemine gore belirlenir. Sabun muhtevasi uygun bir analitik yontemle tayin
edilir.

Biyolojik pargalanabilirlik deneyleri i¢in gerekli olan fraksiyonlarin hazirlanmasinda ihtiyag
duyulan miktarlarin hesaplanabilmesi igin, iirinde bu analizin yapilmas: gereklidir.

Yizey aktif maddelerin kantitatif olarak ekstrakte edilmesine gerek yoktur; ancak, anyonik
yiizey aktif maddelerin en az % 80’1 ekstrakte edilmelidir. Genellikle, ekstrakte edilen madde
orant % 90 veya daha fazladir.

4.2. Prensip

Homojen bir deterjan numunesinden (toz, krem ve stvi geklinde) etanolle ekstraksiyon yoluyla
sentetik deterjanda bulunan yiizey aktif maddeler, sabun ve alkolde ¢6ziinebilen diger bilegenler
elde edilir,

Etanol ekstrakti kuruluga kadar buharlastinilir, izopropanol/su kangiminda ¢bzllir ve elde
edilen ¢dzelti, 50 °C’ye 1sitilnus kuvvetli asidik katyon degistirici / iri gzenekli anyon
degistiriciden gegirilir. Islemin bu sicaklikta yapilmasimn sebebi, asidik ortamda bulunmas:
muhtemel yag asitlerinin ¢okelmesini §nlemektir,

Deterjanda olabilecek noniyonik ytizey aktif maddeler ¢ozeltidedir,

Sabunlagmis yag asitleri, CO2 igeren etanol ekstraksiyonu ile ayrilir. Anyonik ylizey aktif
maddeler, izopropanol ve su karigmmnda hazirlanmig amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile
amonyum tuzlar olarak elde edilir. Pargalanabilirlik deneylerinde bu amonyum tuzlari
kullandur.

Biyolojik pargalanabilirlik deneyini ve anmalitik iglemi bozabilecek katyonik yiizey aktif
maddeler, anyon degistirici tzerine yerlestirilmis katyon degistirici tarafindan tutularak
uzaklagtirilir,

4.3. Kimyasallar ve ekipman

4.3.1. Deiyonize su

4.3.2. Etanol (C;HsOH), % 95°1ik (v/v) (Metil etil keton veya metanole denature edici madde

olarak izin verilebilir)
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4.3.3.1zopropanol/ su karismmi, (50/50 v/v);

- hacimce 50 birim izopropanol (CH;CHOH.CHs) ile

- 50 birim su (4.3.1)
4.3.4. Karbondioksitli Etanol ¢ozeltisi (yaklagik % 0,1 COz igeren): Etanol (4.3.2) igerisinden
sinterlenmig bir tilp yardimiyla 10 dakika siireyle CO; gaz: gegirilerek. Sadece yeni hazirlanmg
¢ozeltiler kullamlmalidir.
4.3.5. Amonyum bikarbonat ¢ozeltisi, (60/40 v/v): Bu ¢ozelti 0,3 mol amonyum bikarbonatin
(NH4HCO:3), hacimee 60 birim izopropanol ve 40 birim su (4.3.1) igeren 1000 ml’lik bir karigim

i¢inde ¢bziilmesiyle hazirlanir.

4.3.6. Katyon defistirici (KAT), kuvvetli asidik, alkole dayanikli, (tane boyu 50 —100 mesh
olan).

4.3.7. Anyon degistirici (AAT), kaba gézenekli, Merck Lewatit MP 7080 (tane boyu 70-150
mesh) veya esdegeri.

4.3.8. Hidroklorik asit (HCL) ¢8zeltisi, % 10°luk (w/w).

4.3.9. Balon; 2000 ml’lik, dibi yuvarlak, traglanmig cam tapal, geri sogutuculu,
4.3.10. Stizgeg kagidi igin (isitlabilir) 90 mm ¢apinda nuge hunisi;

4.3.11 Nuge erleni; 2000 ml’lik.

4.3.12. lyon degistirici kolonlar; 1sitma ceketli ve musluklu, ig tilpiiniin ¢ap1 60 mm ve
yitksekligi 450 mm olan (Bkz. Sekil 4).

4.3.13. Su banyosu

4.3.14. Vakumlu etiiv

4.3.15. Termostat

4.3.16. Déner kurutucu

4.4. Ekstraktin hazirlanmasi ve anyonik yiizey ak¢if maddelerin ayrilmas:

4.4.1. Ekstraktin hazirlanmast

Biyolojik pargalanabilirlik deneyi igin gerekli olan yiizey aktif madde miktar: yaklasik 50 g
MBAS ‘tir.

Ekstrakte edilecek tirtin miktari, normal sartlarda, 1000 g’1 gegmez; ancak, yeteri kadar ekstrakt
elde edilebilmesi igin ildve numune kullamm gerekebilir. Kolayhk agisindan, pargalanma
deneyi igin ekstrakt hazirlamakta kullanilacak iiriin miktart 5000 g’la simrlandirilmalidur.
Deneyimler, biyik miktarlarda ¢ahgilarak tek bir ekstraksiyon yapmak yerine, kiigiik

miktarlarda ancak fazla sayida ekstraksiyon yapmanin daha avantajh oldugunu gdstermistir.
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Belirtilen iyon degistirici miktarlar, 600-700 mmol ylizey aktif madde ve sabunla galigilacak
sekilde tasarlanmugtir.

4.4.2. Alkolde ¢dziinebilen bilesenlerin izole edilmesi

Analize tabi tutulacak sentetik deterjandan 250 g aliur, 1250 ml etanol igine ilave edilir,
karigim kaynama noktasina kadar 1sitihir ve siirekli kangturilmak suretiyle bir saat miiddetle
geri sofutucu altinda kaynatma iglemine devam edilir. Sicak alkollii ¢&zelti, sicakhig: 50 °C’de
tutulan kaba gézenekli nuge hunisinden hizla siiziilitr. Balon ve nuge hunisi yaklagik 200 ml
sicak etanol ile yikanir. Yikama sivilan da siiziintiiniin oldugu nuge erleninde toplanir.

Krem veya sivi haldeki triinlerin analizinde, numunede 55 g’dan fazla anyonik yiizey aktif
madde ve 35 g’dan fazla sabun bulunmamasina dikkat edilmelidir. Tartilmig numune kuruluga
kadar buharlagtirtlir. Kalmti 2000 ml etanol iginde ¢8ziliir ve yukarida belirtilen iglerler
uygulanir. Yogunlugu diisiik olan toz deterjanlar (<300 g/L) i¢in etanol orant 20:1 diizeyinde
ayarlamir.  Etanoll stiztintii, tercthen bir déner kurutucu ile kurulufa kadar buharlagtirilir.
Daha fazla miktarda ekstrakt elde edilmesi gerekiyorsa, bu iglem tekrarlamir, Kalinti, 5000 ml
izopropanol/su karigiminda ¢Szitir.

4.4.3. fyon degistirici kolonlarinin hazirlanmast

KATYON DEGISTIRICI KOLON

600 ml katyon degistirici regine (4.3.6) 3000 ml’lik behere alimir ve lizerine 2000 ml hidroklorik
asit (4.3.8) ilave edilir. Ara sira kangtinilarak en az 2 saat beklenir.

Asit bosaltilir ve regine deiyonize su ile kolona (4.3.12) almir. Kolonun, cam pamuktan
yapilmg bir tapast bulunmalidir.

Kolon 10-30 ml/dakika akiy hzi ile kolondan alian sivida (eluat) kloriir iyonlan
bulunmayincaya kadar deiyonize su ile yikanir.

2000 ml izopropanol/su karigumu (4.3.3) 10-30 ml/dakika akis iz ile kolondan gegirilir.
Degistirici kolon, bu islemden sonra kullamma hazir hale gelir.

ANYON DEGISTIRICI KOLON
600 ml anyon degistirici regine (4.3.7) 3000 ml’lik bir behere alnir ve izerine 2000 ml
deiyonize su ilave edilir.

Reginenin gigmesi i¢in en az 2 saat beklenir.

Regine deiyonize su ile kolona aktarilwr. Kolonun, cam pamuktan yapilmig bir tapasi
bulunmalidir.

Kolon, kloriir iyonlari tamamen uzaklagtinlincaya kadar 0,3 M Amonyum bikarbonat ¢ozeltisi
(4.3.5) ile yikamur. Bu iglem yaklagtk 5000 ml ¢dzelti kullanilmasim gerektirir. Kolon, 2000
ml deiyonize su ile tekrar yikanir. 2000 ml izopropanol/su karigimi (4.3.3) 10-30 ml/dakika
akig hizi ile kolondan gegirilir. Bu iglemden sonra kolon Hidroksil (OH) formundadir ve
kullanima hazir hale gelir.

fyon degistirme islemi

4.4 4, Katyon degistirme kolonu anyon degistirme kolonunun fistiinde olacak sekilde,
degigtirme kolonlart birbirine baglanr.
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Kolonlar, termostat kontrollit olarak 50 °C’ye 1sitilir,

4.4.2°de elde edilen ¢dzeltinin 5000 ml’si 60 °C’ye isttilit ve daha sonra 20 ml/dakika akig hizs
ile kolonlardan gegirilir. Kolonlar 1000 ml sicak izopropanol/ su karigimi (4.3.3) ile yikanir,

Anyonik yiizey aktif maddelerin (MBAS) elde edilebilmesi igin, KAT kolonu sokiiliir. Kolon
iginden, 50 °C sicaklikta 5000 ml etanol/ CO; ¢ozeltisi (4.3.4) gegirilerek sabunlagms yag
asitleri kolon digina alinir, Kolondan alinan stvi (eluat) atilir.

AAT kolonundaki MBAS muhtevasi, kolon iginden 5000 ml amonyum bikarbonat ¢8zeltisi
(4.3.5) gegirilerek digarr alimir, Kolondan alinan sivi (eluat), su banyosunda veya doner
kurutucuda kuruluga kadar buharlagtirilir.

Elde edilen kalintida, MBAS (amonyum tuzlan geklinde) ve biyolojik pargalanabilitlik testi
tizerinde olumsuz bir etki yaratmayan ve yiizey aktif madde niteligi tagimayan muhtemel
anyonlar bulunur. Kahntiya, belirli bir hacim elde edilinceye kadar deiyonize su ilave edilir
ve olusan yeni ¢dzeltide (aliquot) MBAS muhtevas: tayin edilir, Bu ¢dzelti, biyolojik
pargalanabilirlik deneyinde anyonik sentetik deferjan standart gozeltisi olarak kullanilir,
Cozelti, 5 °C’nin altinda muhafaza edilmelidir.

Iyon degistirici reginelerin rejenerasyonu
4.4.5, Katyon degistirici kullanimdan sonra atilir,

Kolondan alinan sivida (eluat) anyonik yiizey aktif madde kalmayincaya kadar (metilen mavisi
deneyi) kolon i¢inden yaklagtk 10 ml/dakika akig hizi ile yukandan agagiya dogru ilave
amonyum bikarbonat ¢ozeltisi (4.3.5) gegirilerek anyon degistirici regine rejenere edilir,

Son olarak, anyon defistirici, yukaridan agagiya dogru 2000 ml izopropanol/su kangimi (4.3.3)
gesirilerek yikanir. Bu iglemden sonra, anyon degistirici tekrar kullamma hazir hale gelir,

Deneye tabi tutulacak noniyonik yiizey aktif maddelerin 6n iglemden gegirilmesi.

5, On iglem notlar

5.1. Numunelerin iylemden gecirilmesi

5.1.1. Referans yénteminde (dogrulama testi) birincil biyolojik pargalanabilirligin tayininden
dnce, noniyonik yiizey aktif maddelere ve formiile edilmis deterjanlara uygulanacak iglem
agagidaki gizelgede belirtilmigtir:

Alkolle ekstraksiyon yapilmasinin amaci, ticari {iriinlerde bulunan ve bazi durumlarda

biyolojik parcalanabilirligi bozabilecegi diigiiniilen inorganik ve ¢dzilnmeyen maddeleri
uzaklastirmaktir,

Uriinler islem

Noniyonik yiizey aktif maddeler Yok
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Formiile edilmig deterjanlar Once alkolle ekstrakte edilir ve daha sonra, iyon
degistirme islemi ile noniyonik yiizey aktif maddeler
ayrilr.

Iyon degistirme iglemi

5.1.2. Dogru bir biyolojik pargalanabilirlik deneyinin yapilabilmesi i¢in, noniyonik ylizey aktif
maddelerin sabundan, anyonik ve katyonik yiizey aktif maddelerden izole edilmesi ve
ayrilmasi gerekir.

Bu islem, kademeli ayirma igin uygun ayiric1 ve makro gzenekli degistirici regine kullanilarak
iyon degistirme teknigi ile gergeklestirilir. Bu gekilde, sabun, anyonik ve noniyonik yiizey aktif
maddeler tek bir islemle izole edilebilir.

Analitik kontrol

5.1.3. Homojenlestirme isleminden sonra, deterjandaki anyonik ve noniyonik yiizey aktif
madde derisimleri, sirasiyla MBAS ve BiAS analitik tayin yontemlerine gore belirlenir. Sabun
muhtevas: uygun bir analitik yéntemle tayin edilir.

Biyolojik par¢alanabilirlik deneyleri i¢in gerekli olan fraksiyonlarin hazirlanmasinda ihtiyag
duyulan miktarlarin hesaplanabilmesi igin, {iriinde bu analizin yapilmasi gereklidir.

Yiizey aktif maddelerin kantitatif olarak ekstrakte edilmesine gerek yoktur; ancak, noniyonik
yiizey aktif maddelerin en az % 80°i ekstrakte edilmelidir. Genellikle, ekstrakte edilen madde
oram % 90 veya daha fazladir.

Prensip

5.2. Homojen bir deterjan numunesinden (toz, krem ve sivi geklinde) etanolle
ekstraksiyon yoluyla deterjanda bulunan yiizey aktif maddeler, sabun ve alkolde
¢oziinebilen diger bilesenler elde edilir.

Etanol ekstrakti kuruluga kadar buharlagtirilir, izopropanol/su kansiminda ¢éziiliir ve elde
edilen ¢bzelti, 50 °C’ye 1sitilmig kuvvetli asidik katyon degistirici / iri gdzenekli anyon
degigtiriciden geeirilir, Islemin bu sicaklikta yaprimasinin sebebi, asidik ortamda bulunmast
muhteme! yag asitlerinin ¢Skelmesini énlemektir, Cozelti buharlagtinilarak noniyonik yiizey
aktif maddeler elde edilir.

Biyolojik pargalanabilirlik deneyini ve analitik islemi bozabilecek katyonik yllzey aktif
maddeler, anyon degistirici Uizerine yerlegtirilmig katyon degistirici tarafindan elimine edilir,

Kimyasallar ve ekipman
5.3. Deiyonize su

5.3.1. Etanol, C:Hs0H, % 95’lik (v/v) (Mefil etil keton veya metanole, denature edici madde
olarak izin verilebilir)

5.3.2. izopropanol/ su karigimi, (50/50 v/v);
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5.3.3. hacimee 50 birim izopropanol (CH;CHOH-CH3) ile
— 50 birim su (5.3.1)
— Amonyum bikarbonat ¢tzeltisi, (60/40 v/v):

5.3.4. Bu gbzelti 0.3 mol Amonyum bikarbonatin (NH;HCO3), hacimee 60 birim izopropanol
ve 40 birim su (5.3.1) igeren 1000 ml’lik bir kanigim iginde gdzillmesiyle hazirlamr,

Katyon degistirici (KAT), kuvvetli asidik, alkole dayanikli, (tane boyu 50 100 mesh olan).

5.3.5. Anyon degistirici (AAT), kaba gizenekli, Merck Lewatit MP 7080(tane boyu 70-150
mesh) veya egdegeri.

5.3.6. Hidroklorik asit (HCL) ¢tzeltisi, % 10°1uk (w/w).

5.3.7. Balon; 2000 m!’lik, dibi yuvarlak, traslanmms cam tapali, geri sogutuculu.
5.3.8. Stizgeg kagid1 igin (1s1tilabilir) 90 mm gapinda nuge hunisi;

5.3.9. Nuge erleni; 2000 m{’lik.

5.3.10. Iyon degistirici kolonlar; 1sitma ceketli ve muslukly, ig tiiptiniin gap1 60 mm ve
yiksekligi 450 mm olan (Bkz. Sekil 4).

5.3.11. Su banyosu

5.3.12. Vakumlu etliv

5.3.13. Termostat

5.3.14. Déner kurutucu

5.3.15. Ekstraktin hazirlanmasi ve noniyonik ylizey aktif maddelerin ayrilmasi
5.4. Ekstraktin hazirlanmast

5.4.1. Biyolojik pargalanabilirlik deneyi i¢in gerekli olan ylizey aktif madde miktar1 yaklagik
25 g BiAS tir.

Biyolojik pargalanabilirlik deneyi igin ekstrakt hazirlamakta kullanilacak Uirlin miktar: en fazla
2000 g’'la simrlandinlmalidir, Bu sinirlama sebebiyle, pargalanma deneyine yetecek miktarda

BiAS elde edilebilmesi igin, iki veya daha fazla sayida ekstraksiyon yapilmas: gerekebilir.

Deneyimler, blyilk miktarlarda galigilarak tek bir ekstraksiyon yapmak yerine, kiigtik
miktarlarda ancak fazla sayida ekstraksiyon yapmamn daha avantajh oldugunu gostermistir.

Alkolde ¢6ziinebilen bilegenlerin izole edilmesi

5.4.2. Analize tabi tutulacak sentetik detetjandan 250 g alimir, 1250 ml etanol igine ilave edilir,
karigim kaynama noktasina kadar 1sitilir ve siirekli karigtirlmak suretiyle bir saat miiddetle
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geri sofutucu altnda kaynatma islemine devam edilir. Sicak alkollii ¢dzelti, sicaklig 50 °C’de
tutulan kaba gézenekli nuge hunisinden hizla siiziiliir. Balon ve nuge hunisi yaklagik 200 ml
sicak etanol ile yikamr, Yikama sivilari da silzintiintin oldugu nuge erleninde toplanir.

Krem veya sivi haldeki iiriinlerin analizinde, numunede 25 gdan fazla anyonik yiizey aktif
madde ve 35 g’dan fazla sabun bulunmamasima dikkat edilmelidir. Tartilmig numune kurutuga
kadar buharlagtinhr. Kalinti 500 ml etanol i¢inde ¢dziiliir ve yukarida belirtilen iglemler
uygulanir.

Yogunlugu diisiik olan toz deterjanlar (<300 g/L) i¢in etanol orani 20:1 diizeyinde ayarlanir.

Etanolld stiziintfi, tercihen bir déner kurutucu ile tamamen kuruluga kadar buharlagtinilir. Daha
fazla miktarda ekstrakt elde edilmesi gerekiyorsa, bu iglem tekrarlanir. Kalint;, 5000 ml
izopropanol/su kangiminda ¢3ziiliir.

5.4.3. Iyon degistirici kolonlarimin hazirlanmas

KATYON DEGISTIRICI KOLON
600 ml katyon degistirici regine (5.3.5) 3000 ml’lik behere alimr ve iizerine 2000 ml
hidroklorik asit (5.3.7) ilave edilir. Ara sira kangtirilarak en az 2 saat beklenir.

Asit bogalulir ve re¢ine deiyonize su ile kolona (5.3.11) alimir. Kolonun, cam pamuktan
yapilmig bir tapasi bulunmahidir. Kolon 10-30 ml/dakika akig hiz1 ile kolondan alinan stvida
(eluat) klorir iyonlari bulunmayincaya kadar, deiyonize su ile yikanr.

2000 ml izopropanol/su karigimu (5.3.3) 10-30 ml/dakika akis hizi ile kolondan gegirilir.
Degistirici kolon, bu iglemden sonra kullamima hazir hale gelir.

ANYON DEGISTIRICI KOLON

600 ml anyon degistirici re¢ine (5.3.6) bir behere alinir ve Uzerine 2000 ml deiyonize su ilive
edilir, Reginenin gigmesi igin en az 2 saat beklenir. Regine deiyonize su ile kolona aktarihr.
Kolonun, cam pamuktan yapilmig bir tapast bulunmalidar.

Kolon, klortir iyonlar1 tamamen uzaklagtirilincaya kadar 0,3 M amonyum bikarbonat ¢zeltisi
(5.3.4) ile yrkamir, Bu islem yaklagtk 5000 ml ¢tzelti kullanilmasin gerektirir. Kolon, 2000 ml
deiyonize su ile tekrar yikanr,

2000 ml izopropanol/su kangimi (5.3.3) 10-30 ml/dakika akis hiz1 ile kolondan gegirilir. Bu
islemden sonra kolon OH formundadir ve kullanima hazir hale gelir,

5.4.4. Iyon degigtirme islemi

Katyon degistirme kolonu anyon degistirme kolonunun istiinde olacak sekilde, degistirme
kolonlar birbirine baglanir. Kolonlar, termostat kontrollii olarak 50 °Cye 1sitilir. 5.4.2°de elde
edilen gdzeltinin 5000 ml’si 60 °C’ye 1sithir ve daha sonra 20 ml/dakika akis hiza ile
kolonlardan gegirilir. Kolonlar 1000 ml sicak izopropanol/ su karigimu (5.3.3) ile yikanr,
Noniyonik yiizey aktif maddelerin elde edilebilmesi igin, siiztintil ve yikama sivilart toplanir
ve tercihen doner kurutucu ile kuruluga kadar buharlagtinlir. BiAS muhtevas: elde edilen
kalintidadir. Belirli bir hacim elde edilinceye kadar kalintiya deiyonize su ilave edilir ve BiAS
muhtevast olugan yeni g¢bzeltide (aliquot) iginde tayin edilir. Bu gozelti, biyolojik
pargalanabilirlik deneylerinde noniyonik yiizey aktif madde standart ¢dzeltisi olarak kullarulir.
Cozelti, 5 °C’nin altinda muhafaza edilmelidir.
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5.4.5. yon deistirici reginelerin rejenerasyonu
Katyon degistirici kullanimdan sonra atiir.

Anyon defistitici regine, kolondan alinan srvida (eluat) anyonik yiizey aktif madde
kalmayincaya kadar (metilen mavisi), kolon iginden yaklagtk 10 ml/dakika akis iz ile
yukaridan agagiya dogru 5000-6000 ml amonyum bikarbonat ¢8zeltisi (5.3.4) gegirilerek
rejenere edilir. Son olarak, anyon degistirici, yukaridan agagiya dogru 2000 mtl izopropanol/su
karigimu (5.3.3) gegirilerek yikanir. Bu iglemden sonra, anyon degistirici tekrar kullanima hazir
hale gelir.
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Sekil-1:
Aktif amur tesisi: genel ghriiniim

A: Sentetik Atk Su Deposu

B: Besleme ayar pompasi

C: Havalandirma kabi (Us litre kapasiteli)
D: Coktiirme kabi

E: Hava pompasi

F: Islem Gérmils Su Deposu

(: Sinterlenmis havalandric

H: Hava akig 6lgeri

[: Hava

info@chemleg.com www.chemleg.com


mailto:info@chemleg.com
https://chemleg.com/mevzuatlar/kkdik-reach-53

&
Chemleg

Sekil-2
Aktif camur tesisi: detay
(Olgiller milimetredir)

t ]
E
{3
1]

A: Siv1 seviyesi
B: Sert PVC
C: Cam ya da suya dayanikl plastik sert PVC
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Sekil-3
Biyolojik parcalanabilirlifin hesaplanmasi
(dogrulama testi)
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A On iglem periyodu

B Hesaplamanin yapildig: periyot

C Kolay pargalanabilir yiizey aktif madde
D Zor pargalanabilir yiizey aktif madde

E Biyolojik pargalanma(%e)
F Zaman (days)
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Sekil-4
Isitma ceketli iyon degigtirme kolonu
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Sekil 4 - Isstma ceketli lyon dagigtirme kolonu
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Sekil-5
Gaz ayirma cihaz
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Gekil 5 - Gaz ayrma cihan

Sinterienmiy com siizges
{90-150(am}
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