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Sammenfatning

Med henblik pa at foretage en forelgbig vurdering af egnetheden af stgbepap fremstillet af returfibre

til emballering af levnedsmidler blev der foretaget en indledende undersggelse af 4 forskellige

materialer: en ravare fremstillet af nye treefibre (A) og 3 papprodukter (B,C,D) fremstillet af

returfibre. B bestod af 40% nye fibre, 40% aviser uden tryk og 20% D. C og D er begge fremstillet

pa basis af aviser og ugeblade, den eneste forskel er, at D har gennemgéet en “afsveartningsproces”.

Vurderingen blev foretaget pa baggrund af mikrobiologiske undersggelser, toksicitetstests og

kemisk analyse af stoffer, der kan afgives fra emballagen. De kemiske analyser og toksicitetstestene

blev udfgrt pa savel ethanol- som vandekstrakter af de fire materialer. Ethanol er et testmedium for

fede fadevarer og er i forhold til vand en strengere ekstraktion. De anvendte toksicitetstests var alle

in vitro (cellekultur) tests:

e en cytotoksicitets test, som screeningstest for akut celletoksiske stoffer,

e en mutagentest, som screeningstest for potentielt arveanlaegsbeskadigende og
kreeftfremkaldende stoffer

e en test til screening for stoffer med gstrogenlignende effekt. Stoffer med den type effekt er
misteenkt for at vaere medvirkende arsag til den stigende forekomst af brystkreeft hos kvinder og
skader pa det mandlige reproduktionssystem, samt

e en test til pavisning af stoffer med Ah-receptor aktivitet. Sadanne stoffer (f.eks. dioxiner, PCB
og PAH) kan fremkalde toksiske effekter som kreaft og skader pa reproduktions- og
immunsystemet.

Den cytotoksiske aktivitet af ethanol-ekstrakterne viste, at ekstrakter af nye fibre er vaesentlig mindre
celletoksiske end ekstrakter af de 3 produkter fremstillet af returfibre. Af sidstnaevnte var C det mest
cytotoksiske. Vandekstrakterne var vasentlig mindre cytotoksiske end ethanol- ekstrakterne, og der
var ikke nogen signifikant forskel pa den cytotoksiske effekt af de 4 forskellige vandekstrakter.
Dette er i rimelig overensstemmelse med de kemiske analyser, som viser en vasentlig forskel i
maengden af stoffer, der er fundet ved ekstraktion med henholdsvis ethanol og vand. For ethanol-
ekstrakterne er der en betydelig forskel pa antallet og mangden af stoffer, der er ekstraheret fra
henholdsvis ravaren A og produkterne B, C og D. Resultaterne viser endvidere en signifikant
forskel pa afgivelsen fra B i forhold til C og D.

For nogle af de stoffer, der er fundet ved kemisk analyse, er der fastsat greenseveerdier for afgivelsen
til levnedsmidler fra plastemballage. Ingen af disse greenseveerdier var overskredet. Det skal dog
pointeres, at der tale om en screeningsundersggelse, at ikke alle stoffer er identificeret, og at der
ikke er foretaget en sundhedsmaessig vurdering af alle identificerede stoffer.

Ingen af de testede ekstrakter viste mutagen aktivitet under de anvendte testbetingelser.

Det var ikke muligt at sige noget om materialernes indhold af stoffer med @strogenlignende
aktivitet, da alle ekstrakterne var cytotoksiske overfor de anvendte geerceller.

Der blev fundet Ah-receptoraktivitet af ethanolekstrakterne af specielt papkvalitet C og D. De
kemiske analyser for PCB kunne ikke forklare hele responset i testen, ligesom det heller ikke var
muligt at forklare den svage Ah-receptoraktivit i de vandige ekstrakter pa baggrund af de kemiske
analyser. Det er ikke muligt pa baggrund af denne in vitro undersggelse at foretage en
sundhedsmaessig risikovurdering. Dette kraever, at det/de aktive stoffer identificeres.

De mikrobiologiske analyser viste et vaesentligt lavere kimtal end pap omfattet af andre
undersggelser. Resultaterne giver ikke umidelbart anledning til sundhedsmaessige beteenkeligheder,
safremt pappet anvendes til tarre levnedsmidler eller levnedsmidler, som pilles eller skralles.
Sammenfattende peger undersggelsen ikke umiddelbart pa, at de undersggte materialer skulle give
anledning til sundhedsmaessige beteenkeligheder. Det er dog ikke muligt pa baggrund af de



gennemfgrte undersggelser at drage generelle konklusioner om de fire paptypers kemiske og
toksikologiske egenskaber og om egnetheden af de forskellige papkvaliteter til forskellige typer
levnedsmidler. Dels har undersggelsen kun omfattet én enkelt stikpreve (indsamlet pa én
produktionsdag) af hver paptype, dels er der kun undersggt én produktionsproces til fremstilling af
stabepap. Undersggelserne viser dog, at toksiciteten i de anvendte toksicitets tests og
antallet/mangden af kemiske stoffer i nye fibre er lav. Resultaterne af savel de kemiske som de
toksikologiske undersggelser viser feerre/lavere koncentrationer af toksiske stoffer i papkvalitet B
end i C og D. Hvorvidt stofferne i sidstneevnte materialer stammer fra trykfarver kan ikke afgares
med sikkerhed, selvom resultaterne peger i den retning. Med ovennavnte usikkerheder taget i
betragtning bar produkter som C og D ikke anvendes til fede levnedsmidler.



Formal

Der blev i juni 1999 indgaet en samarbejdsaftale mellem Bragdrene Hartmann A/S og
Foedevaredirektoratet vedrerende projektet "Kemiske og toksikologiske undersggelser af
fodevareemballage fremstillet af genbrugspapir og pap”.

Formalet med dette projekt har veret

a. at foretage en forelgbig vurdering af egnetheden af stabepap, baseret pa returpapir, til
emballering af levnedsmidler. Vurderingen er foretaget pa baggrund af toksicitetstests,
mikrobiologiske undersggelser og kemisk identifikation af stoffer, der kan afgives fra
emballagen.

b. at afprave og optimere ekstraktionsmetoder til pap og papir.

c. at tilpasse og vurdere fire forskellige toksicitetstests: en mutagentest, en cytotoksicitets test, en
test for gstrogen effekt samt aryl hydrocarbon (Ah)-receptor assay til at teste papir og pap for
migrerende stoffer.

d. at foretage en mikrobiologisk vurdering af de forskellige papirkvaliteter.

1 Indledning

Returpapir og —pap er overvejende fremstillet ud fra indsamlede aviser og ugeblade, som
oprindeligt er produceret af treefibre fra de skandinaviske naletraesskove. Ravaren er saledes en
fornybar ressource, der som ravare betragtet er CO,-neutral. Gennem de sidste artier har der veeret et
stadigt stigende forbrug af emballage, bl.a. fordi flere og flere fadevarer seelges i emballeret
tilstand. Ved at fremstille flere af emballagerne pa basis af returfibre kan den samlede
miljgbelastning reduceres. Der er saledes en sardeles positiv holdning til miljerigtige emballage-
produkter hos savel fgdevareproducenter som forbrugere.

Fadevarer kommer pa deres vej fra jord til bord pa flere tidspunkter i kontakt med forskellige typer
materialer og genstande, som potentielt kan afgive kemiske og mikrobiologiske forureninger til
fadevarerne. Gennem det seneste arti er der gennem falles EU-regler sket en betydelig
detailregulering af materialer fremstillet af plast, isser m.h.p. at begraeense migrationen af
sundhedsskadelige stoffer. Det har bevirket, at savel producenter af plastmaterialer,
fadevareproducerende virksomheder og myndigheder nu i hgjere grad gnsker dokumentation for at
emballagerne opfylder lovgivningens krav.

Geelder det papir og pap, er der endnu ikke en detaljeret regulering pa omradet i EU. Det forventes,
at EU kommissionen fgrst pabegynder regeludformningen indenfor dette omrade om nogle ar.
Alligevel er der allerede nu et behov for at kunne dokumentere, om emballager fremstillet af
genbrugsfibre har en tilstreekkelig god hygiejnisk standard og ikke afgiver sundhedsskadelige stoffer
til maden.

| Europaradet har man igennem flere ar arbejdet med en resolution omhandlende krav til jomfrueligt
papir (dvs. ubrugt papir fremstillet af nye fibre), og der arbejdes ogsad med en guideline for
genvundet papir. | forbindelse med udarbejdelsen af denne guideline diskuteres hvilke kvalitetskrav,
der skal stilles til materialet for at sikre, at der ikke vil ske afsmitning af sundhedsskadelige
komponenter, savel kemiske som mikrobielle. Der er begraenset viden pa omradet, og da de ravarer,
der anvendes i fremstillingen af genvundet papir kan have meget forskelligartet sammensatning,
overvejes det at inddele ravarerne i grupper, hvortil der kan opstilles ensartede kvalitetskrav.
Kvalitetskravene differentieres ud fra en hensyntagen til hvilke levnedsmidler de ferdige



emballager skal anvendes i kontakt med. Det vil sdledes vaere naturligt at stille mere lempelige krav
til testning af et genvundet materiale, der skal anvendes i kontakt med &g, end til et materiale, der
skal anvendes i kontakt med fersk kad. | Europaradet arbejder man endvidere pa at opstille
forskellige krav til fremstillingsprocessen (“rensningsprocessen”) af genbrugspapiret for at sikre, at
produktet er egnet til anvendelse i kontakt med fgdevarer. Formalet med kravene er, at potentielle
forureninger fjernes. Der er ligeledes forslag om at stille mere vidtgaende krav om kemiske analyser
af migrerende stoffer fra slutprodukter fremstillet af genbrugsfibre, end de krav der stilles til papir
og pap fremstillet af jomfruelige fibre.

Da papir og pap fremstillet af genbrugsfibre i de fleste tilfeelde indeholder en lang raekke ukendte
stoffer, er det ikke rent ressourcemaessigt muligt at identificere og teste enkeltstoffer hver for sig.
Derfor er der i dette projekt anvendt den strategi at screene preverne for indhold af kemiske stoffer
ved hjeelp af massespetrometri samt teste praverne for total toksicitet ved hjelp af en raekke
udvalgte biologiske screeningsmetoder. Muligheden for at anvende specielt mutagentests
(genotoksicitets tests) og cytotoksicitets test har veret diskuteret i Europaradet, men der er endnu
ikke truffet nogen endelig afgarelse om at kraeve disse tests udfart.

| dette projekt blev afgivelsen af kemiske stoffer undersggt fra 3 forskellige papkvaliteteter
fremstillet af henholdsvis

- B: baseret primaert pa afskeer fra avisproduktion, dvs. avispapir uden tryk, og nye fibre,
- C: indsamlede aviser og ugeblade og

- D: deinkede (afsvertede) aviser og ugeblade samt en ravare

- A: baseret pa nye fibre.

De 4 materialer blev ekstraheret med vand og ethanol. De benyttede kemisk analysemetoder samt
biologiske in vitro toksicitetstests er beskrevet i det fglgende.

Kemisk analyse: Analyse af kemiske stoffer under brug af gaschromatografi med infrared og
masseselektiv detektor (GC-IR/MS) er et vaesentligt redskab i bestemmelsen af, hvilke stoffer der
kan afgives fra et emballagemateriale. Det er med denne teknik muligt at identificere en vasentlig
del af de stoffer, der kan ekstraheres fra materialerne, og herefter foretage en (semi)-kvantitativ
bestemmelse. Til materialer som pap og papir er metoden egnet som screeningsmetode, da der er
tale om materialer, hvor antallet af ukendte stoffer kan vere stort. For udvalgte stoffer kan der evt.
herefter foretages en specifik analyse med stgrre analytisk falsomhed. Ligeledes kan der vare behov
for at udbygge metoden med henblik pa identifikation af, hvilke stoffer i pravematerialer, der har
vist sig aktive i de biologiske test. Det er dog ofte et meget kraevende arbejde at finde frem til de
specifikt aktive stoffer.

Mutagentests anvendes til at pavise kemiske stoffers evne til at beskadige arveanlaeg. Skader pa
arveanlaeggene (DNA) som falge af udsettelse for fremmedstoffer kan medfare flere alvorlige
sygdomme sasom kreft og reproduktionsskader (f.eks. aborter, nedsat frugtbarhed, medfgdte
misdannelser og arvelige sygdomme). Evnen til at beskadige arveanlaeg kan bestemmes ved hjelp af
forskellige in vitro og in vivo genotoksicitets tests. Der findes en reekke validerede tests til
pavisning af genotoksiske/mutagene stoffer, og for disse tests er der udarbejdet internationale
guidelines. I denne undersggelse er Salmonella/mikrosom testen (Ames test) (Maron og Ames,
1983) anvendt. Denne test er den mest anvendte og bedst validerede af in vitro testene. Ames test
har veret anvendt siden starten af 1970 erne og den indgér som “’kernen” i en raekke strategier for
genotoksicitets testning af f.eks. nye industrikemikalier, leegemidler, pesticider, tilseetningsstoffer til



levnedsmidler og tilseetningsstoffer til emballage beregnet til at komme i kontakt med
levnedsmidler. Testen har endvidere vaeret meget anvendt i forbindelse med testning af komplekse
blandinger for indhold af mutagene stoffer. Det gelder f.eks. i miljgforureninger i luft, jord eller
flodvand. Testen har tidligere veeret anvendt til at undersgge ekstrakter af levnedsmiddelemballage
for indhold/afgivelse af mutagene stoffer (Binderup and Petersen,1996, Lillemark et al., 1996) bl.a. i
forbindelse med et EU finansieret projekt (AIR 941025: Safety and quality control of plastics
materials for food contact).

Cytotoksicitets tests anvendes til at bedgmme stoffers akutte giftighed for celler. For de fleste
kemiske stoffer findes der en sammenhang mellem deres giftvirkninger pa enkelte celler
(cytotoksicitet) og lokale og i nogle tilfelde ogsa mere systemiske toksiske effekter.
Cytotoksiciteten kan bestemmes i kulturer af mange forskellige celletyper og ved brug af forskellige
mal for cellernes overlevelse, f.eks. bestemmelse af protein, DNA, RNA eller af cellernes
stofskiftemaessige aktivitet. | denne undersggelse blev bindeveevsceller (fibroblaster) fra forhud fra
nyfadte drenge anvendt. Valget af denne celletype skyldes, at det er robuste primare
menneskeceller. Celleantallet opgaeres med indikatoren resazurin, der omsettes til det
fluorescerende stof resorufin i takt med at drabet af celler &ndrer kulturernes redoxpotentiale
(Rasmussen, 1999).

Tests for gstrogen aktivitet: | de senere ar er der i stigende omfang fokuseret pa de mulige
sundhedsskadelige effekter, som kan forarsages af gstrogenlignende stoffer i miljget og i kosten. Det er
foreslaet, at baggrundsniveauer af miljgfremmede stoffer kan vaere medvirkende til den stigende
forekomst af brystkraeft hos kvinder og de observerede skader pa det mandlige reproduktionssystem
savel som reproduktionsproblemer hos vildtlevende dyr. | denne undersggelse blev det rekombinante
geer gstrogen-assay (Routledge and Sumpter, 1996) anvendt. Testen er baseret pa geerceller, der er
transfekterede med expressionsvektoren for den humane gstrogen-receptor og et plasmid kodende
for et gstrogen-respons element efterfulgt af genet for B-galactosidase. Nar et stof binder til og
aktiverer receptoren, syntetiseres enzymet 3-galactosidase, der katalyserer omdannelse af det tilsatte
chlorphenolrgdt/B-galactopyranosid til chlorphenolrgdt. Et positivt respons i dette assay detekteres
som et farveskift, der kan males spektrofotometrisk. Dette assay har tidligere veeret anvendt til
testning af ekstrakter af forskellige fadevareemballager (Vinggaard et al. 2000).

Ah-receptor aktivitet

Den meget udbredte miljgforurening 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD) menes at mediere
sine toksiske effekter (kreeftfremmende effekt og skader pa reproduktions- og immunsystemet) via
den sakaldte Aryl hydrocarbon(Ah)-receptor, som findes i cytosolen i de fleste celler. Flere
persistente miljgforureninger, som polychlorerede biphenyler og polycyckliske aromatiske
hydrocarboner (PAH), er i stand til at binde til og aktivere Ah receptoren. Det er derfor relevant at
screene ekstrakter af fgdevareemballage for et eventuelt indhold af miljgfremmede stoffer med evne
til at aktivere denne receptor. Chemically Activated Luciferase Expression assay (CALUX) bygger
pa rotte hepatomceller (H411E), som er stabilt transfekterede med et plasmid kodende for et
luciferase reportergen forudgaet af adskillige dioxin respons-elementer, til hvilke receptor-ligand
komplexet binder. Cellerne i dette assay udtrykker konstitutivt den cytosoliske Ah receptor.
Stigningen i luciferase aktivitet er saledes et mal for stoffets evne til at binde til Ah receptoren.
Assayet er meget fglsomt med en detektionsgraense pa 0,5 fmol 2,3,7,8-TCDD (Murk et al.,1996).
Dette assay har i anden sammenhang veeret anvendt til test af miljgpraver (Murk et al.,1996).

Mikrobiologiske tests: Der er en potentielt starre risiko for, at papir og pap fremstillet af
genbrugsfibre indeholder flere mikroorganismer end papir og pap fremstillet af jomfruelige fibre.



Derfor har det ogsa veeret diskuteret i Europaradet, hvorvidt der skal stilles specielle krav om
mikrobiologiske analyser for genbrugspapir og pap beregnet til levnedsmidler, savel af hygiejniske
grunde (granse for antal kim) som for at undga overfersel af sygdomsfremkaldende bakterier fra
emballage til levnedsmidler. | denne undersggelse blev homogeniserede prever undersggt for det
samlede inhold af aerobe bakterier samt antallet af aerobe og anaerobe sporedannere, inklusive
Bacillus cereus/thuringiensis. Yderligere blev bade vade og tarre papoverflader undersggt for antal
aerobe bakterier samt antal geer og skimmel.

2 Materialer

| projektet er en ravare (A) og tre produkttyper baseret pa forskellige stabepaprecepter og
fremstillingsmetoder (B,C og D) undersggt.

| ravaren og de tre produkttyper er grundbestanddelen treemasse. Treemasse bestar overvejende af
cellulose (35-60%), hemicellulose (20-30%) og lignin (10-30%). Cellulose ligger som mikrofibriller
i en matrix af hemicellulose og lignin. Cellulose bestar af glucosemolekyler. Hemicellulose er
mindre forgrenet og har en lavere molekylvaegt end cellulose. Det bestar af forskellige
sukkermolekyler bl.a. glukose (60-70%) og xylose (20-30%) samt mannose, arabinose, galactose og
uorganiske syrer. Lignin er et kompliceret makromolekyle, hvis struktur endnu ikke er helt fastlagt.
Byggestenene er blandt andet forskellige phenylpropanenheder (Matforsk, 1993).

2.1  Ravaretyper

Type A (Nye fibre): En prave af TMP (termomekanisk pulp) er fremstillet i laboratoriet ved
opslemning af fibrene i vandvarksvand, hvorefter de er presset til ark og tarret i ovn. TMP
fremstilles ved at traeet bliver bearbejdet mekanisk under forhgjet temperatur uden brug af
kemikalier.

Type B (Superhvid): Bestar af ca. 40 % afskeer fra avisproduktion, ca. 40% nye fibre og ca. 20 %
deinked pulp. Afskeer kommer direkte fra avistrykkerierne, og er papir fra de utrykte kanter af
aviserne. Afskar har ikke vaeret ude hos forbrugere.

Type C (Indsamlede aviser og ugeblade, ikke afsvertede): En del af denne ravaretype er indsamlet
af forbrugere. Resten er typisk usolgte og ulzeste oplag direkte fra bladudgiverne. Der er ikke sket
nogen behandling for at fjerne tryksvaerte fra disse produkter.

Type D (Indsamlede aviser og ugeblade, afsveertede): Tryksveerten bliver fjernet fra denne
ravaretype ved anvendelse af sebe i et afsveertnings-anlaeg. Der anvendes ikke chlorerede
blegemidler. En del af denne ravare type er indsamlet af forbrugere.

2.2 Fremstillingsproces

Fremstillingsmetoden ved stgbepapproduktion hos Brgdrene Hartmann A/S starter med, at papiret
(f.eks. type C: ca. 70% aviser og 30% ugeblade) opslemmes i vand for at sgnderdele papirfibrene, sa
der dannes en papirmasse (kaldet pulp). Pulpen kan herefter afsveertes (galder type D), uden brug af
chlorerede blegemidler, ved hjelp af sebe. Pulpen fares herefter til formemaskinens kar i en
oplgsning pa ca. 1% terstof. Formemaskinen bestar af et suge- og et overfgringshjul. Pa sugehjulet
er anbragt en reekke forme med overflader som det produkt, der skal fremstilles. Nar sugeforme-



hjulet roterer, bringes formene ned i maskinkarret, hvor der opsuges pulp pa formens yderside.
Opsugningen sker ved at vandet suges gennem den perforerede form, medens papirfibrene satter sig
pa formens overflade. Efter formen er kommet op af karret, tarsuges emnet til en terstofprocent pa
ca. 25%. Herefter overfares det vade emne til en overfgringsform pa formemaskinens andet hjul, der
endelig leegger emnet af pa en gynge, der bringer dette gennem en ovn. Ovnens temperatur er
mellem 160-220°C, og produkterne er ca. 15 minutter i ovnen. Efter tarring er terstofindholdet i
emnerne ca. 97%. Gennem en efterbehandling kan produktet efterpresses med et 180°C varmt
veerktgj for at opna en flot overfladefinish og gode dimensions-tolerancer samt udstanses til de
korrekte ydermal. Endelig stables og pakkes emnerne. Produkterne indeholder ca. 7% vand ved
normale danske temperaturer og fugtbetingelser (21°C, 50 % RH).

Til brug for beregning af indholdet af visse af de fundne stoffer i forhold til materialets overflade er
der oplyst om fglgende sammenhang mellem vagt og areal for de undersggte materialer:

Materiale A: 4,5 g/dm?
Materiale B: 3,9 g/dm?
Materiale C: 3,5 g/dm?
Materiale D: 3,9 g/dm?.

3 Metodebeskrivelser

3.1 Kemiske metoder

De fire materialer af stabepap er undersggt for afgivelse af kemiske stoffer ved ekstraktion med
henholdsvis destilleret vand og 95 % ethanol. VVand benyttes som levnedsmiddelsimulator til
estimering af et materiales afsmitning til vand og vandige levnedsmidler jvf. cirkuleere om kontrol
med materialer og genstande bestemt til at komme i bergring med levnedsmidler (Ministeriet for
Fedevarer, Landbrug og Fiskeri, 1998). Ethanol kan benyttes som alternativt testmedium til
levnedsmiddelsimulatoren olivenolie ved estimering af et materiales afsmitning til fede
levnedsmidler jf. cirkuleret. Ekstraktion med ethanol vurderes generelt at give resultater, der er lig
med eller hgjere end dem, der opnas ved test med olivenolie, afhaengig af de benyttede testtider og
temperaturer.

3.1.1 Fremstilling af ethanol-ekstrakter

Fremstilling af ethanol-ekstrakter er foregaet ved varm ekstraktion af materialet under brug af et
Buchi ekstraktions-system. Prgvematerialet blev klippet i mindre stykker, og fra hvert materiale
blev afvejet i alt 50 g materiale. Materialet blev fordelt med 5 g i hvert ekstraktionsbager, og der
blev tilsat 150 ml ethanol. Ekstraktionsbagrene blev placeret i ekstraktionsudstyret, og praverne
ekstraheredes i 3 timer ved 78°C (kogepunkt for ethanol). Ekstraktionsudstyret er tilkoblet
kelevand, saledes at der sker en Igbende kondensering og et tilbagelgb af det ethanol, som
fordamper under ekstraktionen.

Efter ekstraktion blev prgvematerialet taget op, idet sa meget vaeske som mulig blev presset ud af
materialet og tilsat det gvrige ekstrakt, som samlet blev overfart til centrifugeglas. Ekstrakterne blev
centrifugeret ved 3000 rpm i 10 min., hvorved partikulere rester fra materialet blev bundfealdet.
Herefter dekanteredes ekstrakterne, hvorefter de blev inddampet under vacuum til 3-4 ml. De
inddampede ekstrakter fra samme prgvemateriale blev poolet og inddampet samlet under vakuum til
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i alt 10 ml svarende til 5 g materiale/ml ekstrakt. Praveekstrakterne blev opbevaret ved 5° C indtil
kemisk analyse og undersggelser i en reekke toksicitetstest.

3.1.2 Fremstilling af vand-ekstrakter

Ved fremstilling af de vandige ekstrakter blev CEN standarden: DS/EN 645 “Papir og karton til
fedevareemballage - fremstilling af koldtvandsekstrakt” (CEN, 1993) fulgt, idet
ekstraktionstemperaturen dog blev &ndret fra 24° C til 40° C. Testtemperaturen pa 40° C blev valgt,
da det er den testtemperatur, der normalt benyttes ved undersggelse af afsmitning fra materialer og
genstande, der er beregnet til brug ved stuetemperaturer (Ministeriet for Fgdevarer, Landbrug og
Fiskeri, 1998).

Materialet blev klippet i mindre stykker p& 1-2 cm?. Der blev afvejet 10 g materiale i 250 ml
koniske kolber og tilsat 200 ml glasdestilleret vand, saledes at alt materialet blev deekket med vand.
Kolberne blev lukket med glasprop og sat i varmeskab ved 40 +/-1° C i 24 timer. Prgverne blev
rystet undervejs med passende mellemrum. For at opna en tilstraekkelig meangde ekstrakt blev der
gennemfart en 6-dobbelt ekstraktion af hver pravetype.

Ekstraktet dekanteredes over i en 250 ml kolbe, og prevematerialet blev vasket med vand, som
ligeledes blev overfart til kolberne. Det samlede ekstrakt blev ekstraheret gennem et glasfilter med
glasfilterskiver, hvor pravematerialet blev suget fri for vand ved pasetning af vacuum.

Den samlede vandfase blev udrystet med ethylacetat for at opna et ekstrakt, der er egnet til analysere
pa GC-IR/MS. Ethylacetat er valgt som ekstraktionsmiddel pga. dets relativt poleere karakter i
sammenligning med andre oplgsningsmidler, der heller ikke er blandbare med vand. Vand-
ekstrakterne blev tilsat 50 ml ethylacetat og rystet i 1 min. For at lette den efterfglgende
faseadskillelse blev tilsat 10 ml mattet NaCl-oplgsning. Ethylacetatfasen blev opsamlet, og
vandfasen blev udrystet yderligere to gange med 20 ml ethylacetat. Ethylacetatfaserne blev samlet
og filtreret over tarret natriumsulfat for at fjerne restindhold af vand. Herefter blev ekstrakterne
inddampet under vacuum til et mindre volumen, hvorefter de enkelte ekstrakter fra samme materiale
blev poolet. Det samlede ekstrakt inddampedes herefter under vacuum til 12 ml, saledes at det
feerdige ekstrakt, ligesom ethanol-ekstrakterne, svarer til 5 g materiale/ml. Ethylacetatfaserne til
toksicitetstest blev inddampet under vacuum til nasten tgrhed og genoplgst i dimethylsulfoxid
(DMSO) svarende til en koncentration pa 10 g materiale/ml. Der blev saledes ogsa ved
toksicitetstestene benyttet en udrystning af de vandige ekstrakter med ethylacetat og inddampning af
denne fase. Dette blev foretaget for at opna en opkoncentrering af preveekstrakterne, hvilket blev
vurderet ngdvendigt i forhold til testenes fglsomhed. Praveekstrakterne blev opbevaret ved 5° C
indtil analyse.

Den benyttede ekstraktions og opkoncentrerings procedure viste sig at give problemer med
blindveerdier ved Ah-receptor testen af ekstrakterne, idet DMSO i hgje koncentrationer viste sig at
give et positivt respons i testen. Derfor blev de vandige ekstraktioner gentaget, idet filtrering af
prgverne blev udfart ved brug af et Millipore filtreringssystem bestaende udelukkende af glas. Efter
filtrering blev de vandige prgver inddampet direkte uden udrystning med ethylacetat. Ekstrakterne
blev herefter udelukkende testet i Ah-receptor testen.
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3.1.3 Analysemetode

Analyseapparatur:
(GC-IR/MS):
GC: Gaschromatograf (Hewlett-Packard 5890 Series Il Plus). GC-temperaturprogram: 90 °C i

1 min., stigende til 280 °C (og i nogle tilfeelde til 325 °C) med 10 °C/min.. Max. temperaturen
holdes i 5 til 15 min.

IR: Infrared detektor (Hewlett-Packard 5965 B). Der blev optaget spektre mellem 550 og 4000 cm™.
MS: Massespektrometer (Hewlett-Packard 5972): lonisering: El, 70 eV. Masseomrade: 40 u — 700
u. Scantid 1,1 scan/s.

Kolonne: DB5-MS (30 m, 0,32 mm indre diameter, filmtykkelse 0,5 pum)

Beeregas: Helium

Injiceret prgvevolumen: 2 pl

Splitforhold fra GC til IR/MS: ca. 5/1.

Identifikation af stoffer: Vha. biblioteker i MS.

Praveekstrakterne blev overfart til autosampler glas og analyseret pa GC-IR/MS ved ovenstaende
analysebetingelser. Stofferne blev identificeret under brug af sggninger i analyseudstyrets IR og MS
biblioteker. Herved kan spektret af det ukendte stof sammenlignes med spektre af kendte stoffer i de
to biblioteker. I de tilfeelde, hvor biblioteket ikke indeholder et spektum, der svarer til det aktuelle
stof, kan det sandsynliggares, hvorvidt der er tale om en aromatisk eller alifatisk forbindelse samt
hvilke funktionelle grupper, der indgar i stoffet.

Til kvantitativ bestemmelse af stofferne blev benyttet en standardblanding af tre alifatiske
kulbrinter, C12, C20 og C24, i en koncentration pa 30 pg/ml af hvert stof. Mangden af de
identificerede stoffer blev bestemt semi-kvatitativt overfor denne standardblanding ved udmaling af
stoffernes tophgjde i total-ionchromatogrammet. Det enkelte stof blev kvantificeret overfor den
standard, der i forhold til retentionstid er nsermest stoffet. Kvantificeringen er saledes foretaget ud
fra en antagelse om, at alle stoffer giver samme respons i massespektrometret. Dette er ikke altid
tilfeeldet, hvorfor de rapporterede indhold ikke skal tilleegges mere betydning end verende et udtryk
for starrelsesordenen.

3.1.4 Kvalitetssikring

Blindpraver:
Hver analyseserie indeholdt et antal blindprgver (200 ml glasdestilleret vand eller 150 ml ethanol),
som hele vejen igennem blev behandlet som prgverne og analyseret sammen med disse.

Begreansning af blindveerdier:

For at undga kontaminering af prgverne blev der gennemfart fglgende. Ved ekstraktion med vand
blev der benyttet glasdestilleret vand. Der blev benyttet ethanol af analytisk kvalitet specielt
kontrolleret for blindveerdier af bla. phthalater. Alt glasudstyr blev varmebehandlet ved 450 °C
inden brug, og der blev benyttet bomuldshandsker ved handtering af praverne.

3.1.5 Genfindelsesforsgg

Til bestemmelse af den vandige ekstraktionsmetodes genfindelse blev der gennemfart en raekke
tilseetningsforseg med stoffer med forskellig polaritet. Til hvert prgvemateriale blev der tilsat
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folgende stoffer i to forskellige koncentrationsniveauer svarende til en teoretisk slutkoncentration pa
henholdsvis 5 og 50 pg/ml i det feerdige ekstrakt: Dichlorpropanol, phenol, toluen og benzophenon.
Stofferne er valgt som eksempler pa stoftyper med forskellig polaritet, der kan minde om visse af de
stoffer, der kan forekomme i pap. Efter tilseetning af stofferne til prevematerialet blev prgverne
opbevaret ved 5° C i 24 timer. Prgverne blev herefter ekstraheret med vand efter samme procedure
som beskrevet ovenfor.

Af ressourcemassige grunde blev der i denne undersggelse ikke gennemfart tilsvarende
genfindelsesforsgg for ethanolekstraktionsmetoden.

3.1.6 PCB analyser

Til bestemmelse af om preverne indeholdt PCB blev ethanol-ekstrakterne specifikt analyseret for
PCB ved fglgende metode:

Analyseapparatur: GC-HRMS:

GC: Gaschromatograf (Fisons 8065). GC-temperaturprogram: 90°C i 2 min., stigning til 180°C med
20°C/min., herefter stigning til 290°C med 3°C/min.

HRMS: Massespektrometer, (Micromass AutoSpec Ultima, hgjtoplgsende sektorinstrument).
Elektron ionisering El. lonenergi 37 eV. Oplgsningsevne 10000. SIR, Selected lon Recording i 3
funktioner.

Kolonne: DB-5 fra J&W (30 m, 0.25 indre diameter., filmtykkelse 0,25 pum)

Beeregas: Helium, 12 psi

Injiceret prgvevolumen: 1 pL (splitless) ved 280°C.

Der blev analyseret for falgende mono og diortho PCB-forbindelser: PCB 28, 47, 52, 101, 114, 118,
122,128, 138, 149, 153, 156, 157, 167, 170, 180. Disse forbindelser indeholder fra 3 til 7
chloratomer og ved den massespektrometriske bestemmelse blev der for hver chloreringsgrad
moniteret pa to ionfragmenter. Fordelen ved at benytte et hgjtoplgsende massespektrometer er, at
det har en finere masseadskillelse, og det betyder feerre interferenser fra andre forbindelser i praven.
Positiv identifikation er foretaget ved at bade den gaschromatografiske retentionstid og
chlorisotopforholdet er korrekt i forhold til standarden. Kvantificering er sket overfor en ekstern
standardoplgsning fremstillet udfra afvejning af rene PCB-forbindelser.

3.2 Biologiske metoder

3.2.1 Mutagentestning

Ethanol- og vandekstrakter af de 4 forskellige papirkvaliteter blev undersggt for mutagen aktivitet i
Salmonella/mikrosomtesten (Ames test) (Maron og Ames, 1983).

Indledningsvis blev der foretaget toksicitetstest med testbakterierne for at fastleegge
testkoncentrationsniveauet. Testen blev udfert med stammen TA98 uden metabolisk aktivering.
Toksicitets testene blev udfgrt pA samme made som mutagentestene, men med en 10°, 10° og 10’
gange fortyndet bakteriekultur, og der blev anvendt agar plader med komplet medium i stedet for
minimal medium (Vogel Bonner).

Til mutagentestene blev der anvendt 5 teststammer: TA98 og TA97 (til pavisning af frameshift
(laeseramme skift”) mutagener), TA1535, TA100 og TA102 (til pavisning af basepar substitutions
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mutagener). Alle stammer er en foraring fra Bruce N. Ames (University of California, Berkeley,
California, USA).

Testen blev udfert med og uden metabolisk aktivering (S9-mix) fra Aroclor 1254 inducerede Wistar
han rotter. Til forsggene med metabolisk aktivering blev der anvendt 4 eller 8 mg S9 protein pr. ml
S9-mix.

Mutagentestene blev udfgrt som en mikrosuspensionstest beskrevet af Kado et al,1983. Testen er en
lettere modifikation af preeinkubationstesten beskrevet af Maron og Ames, (Maron and Ames,1983),
og er udfart efter principperne i OECD guideline 471. Mikrosuspensions-testen har vist sig 10-20
gange mere fglsom end standardpladetesten (Kado et al., 1983) og kreever derfor mindre
prevemateriale.

En bakteriekultur blev opkoncentreret 10 gange ved centrifugering og resuspendering i en
saltoplgsning med phosphat buffer (PBS) til en koncentration pé ca. 1 x 10™° celler pr. ml. Sterile
glasrgr pa isbad blev tilsat 10 pl pap-ekstrakt, 0,1 ml S9-mix eller phosphat buffer pH 7,4 og 0,1 ml
opkoncentreret bakteriekultur. Rgrene blev anbragt ved 37°C i 90 minutter under omrystning.
Herefter blev rgrene tilsat 2 ml smeltet topagar (45°C), og blandingen heeldt ud pa minimal
agarplader (VB plader).

Pladerne blev inkuberet ved 37°C i 72 timer, og antallet af his* revertanter blev talt pd en IUL
automatisk kolonitaller.

Ethanol-ekstrakter af de 4 papkvaliteter svarende til 5 g pap/ml ekstrakt (se afsnit 3.1.1) blev testet
for toksicitet i TA98 uden S9. Fglgende koncentrationer blev testet, svarende til: 50; 16,7; 5,6 og
2,8 mg pap/ plade. Herefter blev ekstrakterne testet for mutagen aktivitet i alle 5 stammer med og
uden metabolisk aktivering. Der blev testet 5 koncentrationer, svarende til: 50, 25, 12,5, 5 og 2,5 mg
pap/plade med 3 plader pr. koncentration. Der var medtaget positive og negative kontroller i alle
forsgg. 95 % ethanol blev anvendt som negativ kontrol. Som positive kontroller blev anvendt: 2-
aminoanthracen (alle stammer med S9), natriumazid (TA100 — S9 og TA1535 — S9), 2-nitrofluoren
(TA98- S9 og TA97 — S9) og daunomycin (TA102 — S9). Til forsag med metabolisk aktivering blev
der anvendt 0,4 mg S9 protein pr. plade. Ca. 3 gange opkoncentrerede ethanol-ekstrakter af de fire
papkvaliteter blev testet i fglgende koncentrationer, svarende til: 150; 75; 37,5; 15 og 7,5 mg
pap/plade i TA98 med og uden S9-mix med 0,4 mg S9 protein pr. plade og i TA97 og i TA98 med
S9-mix med 0,8 mg S9 protein pr. plade. Som kontrol af ekstraktionsproceduren blev blindpraver,
fremstillet pa samme made som papekstrakterne (jvf. 3.1.4), testet i alle teststammer i én
koncentration svarende til hgjeste testede koncentration af ekstrakterne.

Vand-ekstrakter af de 4 papkvaliteter svarende til 10 g pap/ml i DMSO (jf. afsnit 3.1.2) blev testet
for toksicitet i TA98 uden metabolisk aktivering i fglgende koncentrationer, svarende til: 100; 33,4;
11,4 og 6,6 mg pap/plade. Herefter blev ekstrakterne testet for mutagen aktivitet i TA98, TA97,
TA100, TA1535 og TA102 uden og med S9-mix. Der blev anvendt 0,8 mg S9 i forsggene med
metabolisk aktivering. Fglgende koncentrationer blev testet, svarende til: 100; 50; 25; 10 og 5 mg
pap/plade. Som kontrol af ekstraktionsproceduren blev blindpraver, fremstillet pa samme made
som papekstrakterne (jvf. 3.1.4), testet i alle teststammer, i én koncentration svarende til hgjeste
testede koncentration af ekstrakterne.
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3.2.2 Test for cytotoksicitet

Ethanol- og vandekstrakter af de 4 forskellige papirkvaliteter blev undersggt for cytotoksisk
aktivitet i primaere humane fibroblaster (bindeveevsceller) fra forhud. Cellerne var fra American
Type Culture Collection. De blev dyrket i DMEM medium suppleret med 10% fatal bovin serum og
10 ml penicillin/streptomycin pr liter.

De humane fibroblaster blev udsaet i 4 replika i sorte 96-bregnds plader med klar bund med 200 pl
medium pr. brgnd. Pladerne blev inkuberet ved 37°C i 95% Iuft/5% CO, i 24 timer. Fem
koncentrationer af test-ekstrakterne blev tilfgjet i friskt medium. Efter 24 timers inkubation blev
mediet udskiftet med medie med 5 % af en stamoplgsning pa 0,1 mg/ml resazurin oplgst i PBS. Efter
24 timer blev fluorescensen direkte malt i pladerne med celler og medium ved brug af en excitations-
balgeleengde pa 560 nm og en emissions-balgelengde pa 590 nm i et Perkin EImer luminiscens-
spektrometer med en Perkin Elmer pladelaeser. Den koncentration af teststof, der medfarte 50%
cytotoksicitet (IC50) blev herefter beregnet for alle kontroller og prever.

Ethanol-ekstrakter af de 4 pap kvaliteter svarende til 5 g pap/ml ekstrakt (jvf. afsnit 3.1.1) blev
testet for cytotoksicitet. Der blev testet 5 koncentrationer, svarende til: 100, 50, 25, 10 og 5 mg
pap/brend med 4 gentagelser pr. koncentration. Poolede blindprever (jf. 3.1.4.) blev anvendt som
negativ kontrol.

Vandekstrakterne svarende til en koncentration pa 10 g pap/ml i DMSO (jvf. afsnit 3.1.2) blev
testet for cytotoksicitet i fglgende koncentrationer: 200, 100, 50, 20 og 10 mg pap/ brend med 4
gentagelser pr. koncentration. Poolede blindpraver (jf. 3.1.4.) blev anvendt som negativ kontrol.

3.2.3 Test for gstrogenaktivitet

Ethanol og vandekstrakter af de 4 papkvaliteter blev testet for gstrogen aktivitet i geerceller stabilt
transfekterede med den humane gstrogen receptor og et reporter gen. Gercellerne var en gave fra
Prof. John Sumpter, Brunel University. De blev dyrket i MEM medium suppleret med vitaminer og
mineraler. 17R-estradiol (0.5-500 pM) blev inkluderet som positiv kontrol. Testen blev udfart i 96-
huls Linbro mikrotiterplader. 200 pl geercelle-indikator medium blev tilsat hver brgnd og tilsat
forskellige koncentrationer ekstrakt. Pladerne blev inkuberet ved 30 °C i 4 dage. Absorbansen ved
540 og 630 nm blev afleest direkte i pladerne. Abs540 nm angiver absorbtionsmaximum for
chlorphenolrgdt, mens afleesning ved 630 nm er en kontrol af gercelleveaeksten i brenden. En
cytotoksisk effekt vil afslare sig ved en pavirkning af Abs630 nm.

Ethanol-ekstrakter af de 4 pap kvaliteter svarende til 5 g pap/ml ekstrakt (afsnit 3.1.1) blev testet i
12 koncentrationer. 200 pl ekstrakt blev tilsat brend 1 og 100 ul ethanol blev tilsat brgnd 2-12. 100
pl blev overfart fra bragnd 1 til 2, mixet og 100 pl derefter overfart fra brgnd 2 til 3 osv. Ethanolen
blev afdampet ved henstand i LAF-bank inden tilseetning af gaercelle-indikator medium. Med denne
metode var testkoncentrationerne mellem 0,25 og 500 mg pap/brgnd. 95% ethanol blev medtaget
som negativ kontrol, og blindprever fremstillet som beskrevet i 3.1.4. blev medtaget som kontrol af
ekstraktionsproceduren.

Vandekstrakter overfert til DMSO svarende til 10 g pap/ml ekstrakt (jf. 3.1.2) blev ligeledes testet i
12 koncentrationer. Disse prgver kunne ikke inddampes til tgrhed, hvorfor 10 ul vandekstrakt i 12
forskellige koncentrationer blev tilsat direkte til 200 ul geercelle-indikator medium. De testede
koncentrationer svarede til 0,05 — 100 mg pap/brgnd. DMSO blev medtaget som negativ kontrol, og
blindprever fremstillet som beskrevet i 3.1.4. blev medtaget som kontrol af ekstraktionsproceduren.
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3.2.4 Test for Ah-receptor aktivitet

Ethanol- og vandekstrakter af de 4 papkvaliteter blev testet for Ah receptor aktivitet i
levercancerceller, der er stabilt transfekterede med et reporter-gen kodende for luciferase. Cellerne
er en gave fra Dr. Abraham Brouwer, Amsterdam University. De blev dyrket i MEM medium
suppleret med 10% fatal bovin serum og 10 ml penicillin/streptomycin pr liter og udsaet i 4 replika i
klare 96-brgnds plader med 100 pl medium pr. brend. Pladerne blev inkuberet ved 37°C i 95%
luft/5% CO, i 24 timer. Ekstrakterne blev tilsat i frisk medium. Efter 24 timers inkubation blev 20
pl detergentoplgsning tilsat, omrystning i 10 min, hvorefter 10 pl oplgsning blev overfart til hvide
96-huls plader. 20 pl luciferin/ATP oplgsning blev tilsat og luminiscensen aflast i 1 sec. i et
BioOrbit luminometer. 2,3,7,8-TCDD blev inkluderet som positiv kontrol.

Ethanol-ekstrakter svarende til 5 g pap/ml ekstrakt (jf. 3.1.1) blev testet i koncentrationer pa 0,001-
10 % ekstrakt (svarende til 0,005 — 50 mg pap/brand). 95% ethanol blev medtaget som negativ
kontrol, og blindpraver fremstillet som beskrevet i 3.1.4. blev medtaget som kontrol af
ekstraktionsproceduren.

Vand-ekstrakter svarende til 10 g pap/ml ekstrakt overfgrt til DMSO (jf. 3.1.2) blev testet i de
samme procentvise koncentrationer som ethanol-ekstrakterne, svarende til 0.01-100 mg pap/brgnd.
Da DMSO i koncentrationer > 1% viste sig at give et positivt respons i Ah receptor testen, blev der
efterfalgende fremstillet rene vandekstrakter (10 g pap/ml), og det er resultater fra disse ekstrakter,
der rapporteres.

3.2.5 Mikrobiologiske test

De fire paptyper blev undersggt for indhold af mikroorganismer dels pa overfladen dels i dybden.
Fra hver paptype (A-D) blev der udtaget 2 prever af 10 g (dobbeltbestemmelse). De 10 g preve blev
findelt med en steril saks, fortyndet 1:9 i fortyndingsvaeske (fysiologisk saltvand (0,9%) tilsat
pepton (0,1%)) og homogeniseret i Stomacher i 5 min. i en stomacherpose med filter. Passende 10-
ganges fortyndinger af homogeniserede prgver blev undersggt for total-kim (dybdeudsad pa Plate
Count Agar (PCA, Oxoid CM 325), aerob inkubation ved 30°C i 3 dggn), antal aerobe og anaerobe
sporedannende bakterier (varmebehandling ved 80°C i 10 min, dybdeudsead pa PCA, aerob og
anaerob inkubation ved 30°C i 3 dggn) og antal Bacillus cereus/thuringiensis (overfladeudseed pa
Bacillus cereus selektiv agar (BC, Oxoid CM 617), aerob inkubation i 24-48 timer). Til
undersggelse af antal mikroorganismer pa overfladen af pappet blev 4 papstykker (& ca. 5 x 5 cm) af
hver af de 4 paptyper udklippet med en steril saks. Papstykkerne blev placeret i sterile petriskale. To
af papstykkerne blev befugtet med et stykke sterilt gaze vaedet med 10 ml sterilt vand for at
efterligne et vadt levnedsmiddel. Papstykkerne stod i petriskalene ved 5°C i 24 timer. Herefter blev
overfladen af de tarre og befugtede papstykker undersggt for total-kim (HYcheck kontaktagar
(Difco PCA Cat. no 9053-36), aerob inkubation ved 30°C i 3 dggn) og ger og skimmel (HYcheck
kontaktagar (Difco geer og skimmel Cat. no 9038-36)). Efter inkubation blev antal kolonier pa
agarplader og Hycheck kontakt-plader talt, og antal mikroorganismer pr. gram pap henholdsvis pr.
10 cm? pap blev estimeret.
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4 Resultater
4.1 Kemiske analyseresultater

4.1.1 Identifikation af stoffer i ethanol-ekstrakter

Ved analyse af ethanol-ekstrakterne med GC-IR/MS blev der fundet et stort antal stoffer. De
mindste toppe i kromatogrammerne (svarende til et indhold pa under ca. 1 mg/kg i prevematerialet)
er derfor ikke identificeret i denne undersggelse, og generelt er kun fa af stofferne identificeret
overfor standardstoffer. | tabel 1 a og 1 b er de identificerede stoffer angivet med anfarelse af CAS-
numre, og de fundne koncentrationsniveauer er anfart i henholdsvis mg/kg materiale og mg/dm?
materiale. For stoffer listet i tabel 1b er der desuden anfagrt, om disse har veeret vurderet af EU’s
videnskabelige komite for levnedsmidler (SCF) som plastmonomer eller additiv, idet listenummeret
for disse stoffer er anfart. En oversigt over denne listes symboler og forklaring pa disse er angivet i
rapportens appendix 1. Hvis SCF har fastsat en ADI eller TDI (henholdsvis acceptabelt eller
tolerabelt dagligt indtag af stoffet pr. kg kropsvegt), er dette anfgrt. SMG angiver specifik
migrationsgranse udtrykt som mg stof pr. dm? materiale, hvis en sédan er fastsat, er dette anfart.
Tabel 1a og 1 b viser, at en vaesentlig del af de identificerede stoffer i materialerne B, C og D er
alifatiske kulbrinter. For en raekke af disse har det ikke veere muligt at give en fuldstendig
beskrivelse af stoffets struktur, men for flere er der fundet hydroxy- eller carboxylsyre- funktionelle
grupper. For en reekke af disse stoffer (no. 18, 20, 21, 25, 26, 30, 35 og 37 i tabel 1a og b) findes et
hgjere indhold i materiale C og/eller D sammenlignet med B. For stofferne no. 4 og 8 er der fastsat
gruppe TDDer. TDI’erne kan omregnes til migrationsgraenser svarende til henholdsvis 15 mg/dm?
og 0,5 mg/dm? (idet det konventionelt forudseette,s at en person vejer 60 kg og dagligt indtager 1 kg
levnedsmiddel indpakket i 6 dm? materiale). For begge stoffer ligger de fundne niveauer vasentlig
under migrationsgraenserne. Da resultaterne er fremkommet ved ekstraktion af materialerne med
ethanol, hvilket vurderes som en skrappere test end en egentlig migrationstest, vil der ikke vaere
behov for at gennemfare en migrationstest for disse stoffer.

Herudover er der i ethanolekstrakterne fundet et antal aromatiske eller cykliske forbindelser.
Folgende forbindelser er identificeret, idet numrene refererer til nummerering af stofferne i tabellen:

(3) 2-Pentylfuran er fundet i B, C og D i samme lave koncentrationsniveau. Tilsvarende forbindelse
er fundet i andre undersggelser af pap og papir (Castle et al., 1997; Lindell, 1991).

(7) 2-Methoxyphenol er fundet i samme niveau i materialerne B, C og D.

(13) 4-hydroxy-3-methoxy benzaldehyd (vanillin) er ligeledes fundet i samme niveau i de enkelte
materialer. Det er muligt at stoffet stammer fra oxidation af lignin (Lindell, 1991). Det fundne
indhold af stoffet ligger vaesentlig under den graense (= 100 mg/dm?) der kan beregnes pa basis af
den fastsatte ADI.

(14, 15, 32 og 40) Disse aromatiske forbindelser har det ikke veeret muligt at karakterisere naermere.
Stof no. 15, der en phenol, findes i relativ hgjt niveau i alle de tre materialer B, C og D. Stof 32, en
anden phenol, findes i materiale B i et tilsvarende niveau. De gvrige stoffer i denne gruppe
forekommer i lavere niveauer, der ikke adskiller sig signifikant mellem de enkelte materialer.

(33, 35) Phenanthrencarboxylsyre og phenanthrencarboxylsyre methyl ester er fundet i B, C og D.
Summen af disse stoffer er for materiale B og D fundet til et indhold pa 14-16 mg/kg materiale,
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mens den for materiale C er fundet i et noget hgjere indhold pa 32 mg/kg. Det kan tyde pa, at stoffet
blandt andet findes i de trykfarver, der indgar i materiale C. Stoffet er fundet i flere pap- og
papirmaterialer i den engelske undersggelse i niveauer pa mellem 15 og 72 mg/kg materiale (Castle
etal., 1997).

(39) Diethylhexyl phthalat (DEHP) er fundet i de tre materialer baseret pa genbrugsfibre B, Cog D i
niveauer fra 1 til 11 mg/kg. Det hgjeste indhold er fundet i det ikke afsvartede materiale C.
Phthalater heriblandt DEHP er fundet i andre undersggelser af pap og papir (Aurela et al., 1999,
MAFF, 1995; Lillemark et al. 1997). Stofferne stammer blandt andet fra trykfarver og lime og kan
saledes forekomme i produktion af pap og papir fra recirkulerede fibre indeholdende trykfarve eller
lim. EU’s videnskabelige komite for levnedsmidler, SCF, har fastsat en TDI vardi

for stoffet pa 0,05 mg/kg legemsveegt. Pa baggrund af denne er der beregnet en migrationsgraense
for DEHP pa 3 mg/kg levnedsmiddel svarende til 0,5 mg/dm? materiale. | Europaradets udkast til
guideline for genvundet papir er phthalaterne pa listen over stoffer, der specielt bar kontrolleres. Det
fundne indhold i det undersggte materiale C svarer til 40 pg/dm? materiale, hvilket er under den
fastsatte specifikke migrationsgraense for plastmaterialer. Udfra disse resultater er der saledes ikke
behov for at folge ekstraktionsresultaterne op med egentlige migrationsundersggelser. Da der ikke
er undersggt specifikt for phthalater er det muligt, at en reekke af de gvrige phthalater afgives fra
materialerne i niveauer under 1 mg/kg (svarende til det laveste niveau der er bestemt ved den
semikvantitative analyse i denne undersggelse).
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Tabel 1a: Afgivelse af stoffer fra materialerne B, C og D i mg/kg ved ekstraktion

med ethanol
Fundet indhold i de enkelte
Stof CAS-nr. Stofnavn materialer
nr. mg/kg
B C D

1 |78-10-4 Salicylsyre, tetraethyl ester 9 8 9
2 Alifatisk carboxylsyre 6 8 7
3 |3777-69-3 2-Pentyl furan 1 1 0,7
4 |110-98-5 Isomer af dipropylenglycol 17 10 14
5 1(106-62-7 2-(2-Hydroxypropoxy)-1- 15 9 13

propanol
6 Ligner CAS-nr. 106-62-7 3 2 3
7 |90-05-1 2-Methoxyphenol 3 3 3
8 [112-34-5 2-(2-butoxyethoxy)ethanol 4 3 5
9 Alifatisk ester 2 3 4
10 2,4-Decadienal 1 3 0,3
11 Ligner 2,4-decadienal 5 9 3
12 Alifatisk forbindelse med 3 3 2

ilt
13 |121-33-5 4-hydroxy-3-methoxy 4 3 5

benzaldehyd (vanillin)
14 Aromatisk forbindelse 3 3 3
15 En phenol 13 20 15
16 |1002-84-2 Pentadecan syre 3 4 4
17 Alifatisk forbindelse 2 4 4
18 |57-10-3 Hexadecan syre 12 24 25
19 |506-30-9 Eicosan syre <1 <1 <1
20 Alifatisk forbindelse 13 18 24
21 Alifatisk forbindelse 3 18 12
22 629-96-9 1-Eicosanol <1 <1 <1
23 Alifatisk forbindelse <1 <1 <1
24 Alifatisk carboxylsyre 7 9 10
25 Alifatisk carboxylsyre 27 20
26 Alifatisk forbindelse 9 4
27 Alifatisk forbindelse 1
28 Alifatisk carboxylsyre <1
29 Alifatisk forbindelse 24 36 57
30 |638-67-5 Tricosane 1 7
31 Alifatisk alkohol <1 <1
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Fundet indhold i de enkelte

Stof CAS-nr. Stofnavn materialer
nr. mg/kg
32 En phenol 19 4 4
33 |1235-74-1 Phenanthrencarboxylsyre, 7 11 11
methyl ester
34 1646-31-1 Tetracosane 1 18 1
35 |1740-19-8 Phenanthrencarboxylsyre 7 21 5
36 |629-96-9 Eicosanol 26 43 43
37 Alifatisk carboxylsyre 4 0
38 Alifatisk ester <1 <1
39 |117-81-7 Diethylhexyl phthalate 1 11 4
(DEHP)*
40 Aromatisk forbindelse ? 3 4 4
41 Alifatisk forbindelse 7 5
42 |(297-03-0)? Cyclotetracosan ? 7 11 11
43 |80-05-7 Bisphenol A* 3 9 6
44 <1 <1 <1
Diisopropylnaphthaftalen
Sum af alle stoffer 230 384 350

*Stoffer hvor der er fastsat en specifik migrationsgranse (se tabel 1 b).
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Tabel 1 b:  Afgivelse af stoffer fra materialerne B, C og D i mg/dm? ved ekstraktion med ethanol
Fundet indhold i de enkelte
CAS-nr. Stofnavn materialer, mg/dm? SCF vurdering
B C D

1 78-10-4 Salicylsyre, tetraethyl ester 0,036 0,031 0,036 |(L8)

2 Alifatisk carboxylsyre 0,023 0,031 0,026

3 3777-69-3  |2-Pentyl furan 0,003 0,005 0,003

4 110-98-5 Isomer af dipropylenglycol 0,064 0,038 0,054 |Gruppe TDI =

1,5mg/kg bw. (L2)

5 106-62-7 2-(2-Hydroxypropoxy)-1- 0,058 0,033 0,049
propanol

6 Ligner CAS-nr.106-62-7 0,010 0,008 0,013

7 90-05-1 2-Meyhoxy phenol 0,010 0,010 0,013

8 112-34-5 2-(2-butoxyethoxy)ethanol 0,015 0,013 0,021 |Gruppe TDI=0,05

mg/kg bw. (L2)

9 Alifatisk ester 0,009 0,013 0,015

10 |2363-88-4  |2,4-Decadienal 0,005 0,010 0,001

11 |25152-84-5 |Ligner 2,4-decadienal 0,018 0,036 0,013

12 Alifatisk forbindelse med ilt 0,013 0,013 0,008

13 |121-33-5 4-hydroxy-3-methoxy 0,015 0,013 0,021 |ADI=10 mg/kg
benzaldehyd (vanillin) bw. (L1)

14 Aromatisk forbindelse 0,013 0,013 0,013

15 En phenol 0,049 0,077 0,056

16 |1002-84-2 Pentadecan syre 0,010 0,015 0,015

17 Alifatisk forbindelse 0,012 0,021 0,021

18 |57-10-3 Hexadecan syre 0,045 0,093 0,095

19 |506-30-9 Eicosan syre <0,004 | <0,004 | <0,004 |(LO)

20 Alifatisk forbindelse 0,048 0,069 0,093

21 Alifatisk forbindelse 0,012 0,069 0,046

22 1629-96-9 1-Eicosanol <0,004 | <0,004 | <0,004

23 Alifatisk forbindelse <0,004 | <0,004 | <0,004

24 Alifatisk carboxylsyre 0,028 0,034 0,038

25 Alifatisk carboxylsyre 0,103 0,077

26 Alifatisk forbindelse 0,034 0,017

27 Alifatisk forbindelse 0,005

28 Alifatisk carboxylsyre < 0,004

29 Alifatisk forbindelse 0,093 0,137 0,220

30 |638-67-5 Tricosan 0,005 0,027

31 Alifatisk alkohol < 0,004 | <0,004

32 En phenol 0,074 0,016 0,014

33 |1235-74-1 Phenanthrencarboxylsyre, 0,027 0,044 0,041
methyl ester

34  |646-31-1 Tetracosan 0,005 0,069 0,004

35 [1740-19-8  |Phenanthrencarboxylsyre 0,027 0,082 0,019

36 [629-96-9 Eicosanol 0,099 0,165 0,165

37 Alifatisk carboxylsyre 0,014

38 Alifatisk ester <0,004 | <0,004 | <0,004
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Fundet indhold i de enkelte
CAS-nr. Stofnavn materialer, mg/dm? SCF vurdering
39 |117-81-7 Diethylhexyl phthalate (DEHP) 0,005 0,041 0,016 [SMG=0,5 mg/dm?®
TDI=0,05mg/kg
bw (L2)
40 Aromatisk forbindelse 0,011 0,014 0,014
41 Alifatisk forbindelse 0,027 0,019
42 |(297-03-0)? |Cyclotetracosan ? 0,027 0,044 0,041
43 |80-05-7 Bisphenol A 0,012 0,035 0,023 [SMG=0,5mg/dm?”
TDI=0,05mg/kg
bw (L2)
44 Diisopropylnaphthaftalen <0,004 | <0,004 | <0,004
Sum af alle fundne stoffer 0,883 1,476 1,347
L: SCF liste nummer
TDI: Tolerabelt dagligt indtag pr. kg kropsvaegt
Gruppe-TDI: TDI-vardien galder for summen af en gruppe beslagtede stoffer
ADI: Acceptabelt dagligt indtag pr. kg kropsveegt
SMG: Specifik migrationsgraense

(43) Bisphenol A er fundet i niveauer pd 0,3 — 9 mg/kg svarende til 1-35 pg/dm? i alle materialer.
Der er specifikt undersggt for dette stof, da det er fundet i andre materialer af genbrugsfibre, og da
stoffet er dokumenteret at have gstrogen effekt i in vitro testmetoder med gaerceller. Der er fastsat
en specifik migrationsgranse for stoffet p& 3 mg/kg levnedsmiddel svarende til 0,5 mg/dm? i
plastmaterialer (Sundhedsministeriets bekendtgarelse nr. 1064, 1996). De fundne indhold ved
ekstraktion med ethanol ligger vaesentlig under den nuvarende fastsatte greense for migration. Der
er saledes heller ikke for disse stoffer behov for opfalgning med en egentlig migrationsanalyse.

(44) Der blev i undersggelsen specifikt undersggt for indhold af diisopropylnaphthalen (DIPN), som
er rapporteret i en reekke andre undersggelser af pap og papir i niveauer op til 40 mg/kg materiale
(Mariani et al., 1999, MAFF, 1999a). Stoffet er ikke fundet ved den generelt benyttede
sceeningsmetode i nervaerende undersggelse, men er fundet pa sporstofniveau, dvs. ppb niveau i
ethanol ekstrakter af materialerne B, C og D ved efterfalgende specifik analyse.
Diisopropylnaphtalen bruges som oplgsningsmiddel for farvestoffet i selv-duplikerende papir.

Ethanolekstrakterne blev ligeledes analyseret specifikt for PCB p.g.a. positivt respons i Ah-receptor
assayet (se afsnit 4.2.3). Formalet var at kontrollere, hvor stor en del af dette respons, der evt. kunne
forklares med et indhold af PCB. Disse stoffer er pavist at kunne forekomme i pap og papir
(MAFF, 1999b; Sipilainen-Malm, 1997).

Ethanolekstrakterne blev analyseret uden ekstra oprensning, og alle fire praver viste lave PCB-
indhold, dvs. ca. 2 ng/ml (svarende til 0,4 ng/kg materiale eller 1,5 pg/dm?) eller derunder. De
fundne koncentrationer er pa niveau med laboratoriebaggrunden. De lavere chlorerede PCB’er f.eks.
PCB 28 er lidt hgjere i C og D., hhv. 10 og 5 ng/ml (svarende til 2 til 1 ng/kg materiale eller 4
pg/dm?) mod ca. 1 i A og B.
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Nogle PCB-forbindelser har dioxinlignende toksisk effekt og har faet tildelt en toksicitets
&kvivalens faktor (TEF), der udtrykker hvor potent den givne forbindelser er i forhold til den mest
toksiske dioxin, TCDD. TEF-veerdien er angivet i parentes: PCB 118 og 105 (0.0001), PCB 114,
156 og 157 (0.0005). PCB 167 (0.00001). Den samlede dioxinvirkning betegnes TEQ (toksiske
&kvivalenter) og findes ved at gange koncentrationenerne af de enkelte forbindelser med de
tilsvarende TEF-verdierne og addere alle bidragene.

For de paviste PCB-forbindelser med TEF-vaerdi kan der beregnes en samlet TEQ pa 0,13-0,32

pg/ml, og med den usikkerhed der er pa disse lave niveauer er der ikke forskel pa ekstrakterne. TEQ
fra de malte PCB-forbindelser er 100 til 1000 gange lavere end den TEQ, der blev malt pa preverne
ved Ah-receptorrespons.

Tabel 2: Afgivelse af stoffer fra materiale A (jomfruelige fibre) i henholdsvis mg/kg og mg/dm?
ved ekstraktion med ethanol
Fundet indhold
CAS-nr. Stofnavn mg/kg mg/dm?| SCF vurdering
1 78-10-4 Silicic acid, tetraethyl ester 3 0,012 |(L8)
13 |121-33-5 |4-hydroxy-3methoxy benzaldehyd 0,8 0,003 |ADI=10mg/kg bw.
(L1)
15 En phenol 3 0,012
19 |506-30-9 |Eicosanoic acid <1 < 0,004
22 1629-96-9 |1-Eicosanol <1 < 0,004
23 Alifatisk forbindelse <1 < 0,004
24 Alifatisk carboxylsyre 2 0,008
33 En phenol 25 0,096
41 |117-81-7 |Diethylhexyl phthalat (DEHP) 0,4 0,002 |SMG=0,5mg/dm?
TDI=0,05mg/kg
bw.(L2)
44 Alifatisk forbindelse 1,2 0,005
46 |80-05-7 Bisphenol A 0,26 0,001 |SMG=0,5mg/dm?
TDI=0,05mg/kg
bw. (L2)
Sum af fundne stoffer 36 0,14
L: SCF liste nummer
TDI: Tolerabelt dagligt indtag pr. kg kropsvaegt

Gruppe-TDI: TDI-veerdien gelder for summen af en gruppe beslaegtede stoffer
ADI: Acceptabelt dagligt indtag pr. kg kropsvegt
SMG: Specifik migrationsgraense

Analyseresultaterne fra undersggelse af materiale A giver mulighed for at sammenligne de

forskellige typer af returfibermaterialer med et materiale baseret pa jomfruelige fibre. Resultaterne
viser en tydelig forskel pa antal og meaengde af stoffer i materiale A sammenlignet med B, C og D.
Det tyder saledes pa, at kun en ret begraenset mangde af de ekstraherede stoffer kommer fra selve
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treemassen. Med denne undersggelse er det ikke muligt at vurdere forskellen mellem produkter
fremstillet af henholdsvis nye- og returfibre, da materiale A er en ravare, der ikke har veeret igennem
den samme produktionsproces som de gvrige materialetyper i projektet. Der er saledes sandsynligt,
at en del af de feerre stoffer i materiale A skyldes, at der ikke har veeret tilsat de samme hjalpestoffer
til dette materiale, som til materialerne af returfibre.

4.1.2 ldentifikation af stoffer i vand-ekstrakter

Resultaterne fra genfindelsesforsgget pa den vandige ekstraktionsmetode fremgar af tabel 3.
Forsgget viser, at der er stor forskel pa de undersggte stoffers ekstraherbarhed i vand og
efterfglgende udrystning i ethylacetat.

Tabel 3: Genfindelse af dichlorpropanol, phenol, toluen og benzophenon ved ekstraktion med
vand og efterfglgende udrystning med ethylacetat
Stof Log Kow % Genfindelse
Materiale A Materiale B Materiale C Materiale D
Teoretisk slut-
konc. i Kow 5 ug/ml 50 pg/mi 5ug/ml 50 ug/ml | 5ug/ml 50 pg/ml |5 ug/ml 50 pg/mi
ekstraktet
Dichlorpropanol | 0,78 - 21 % - 33% - 35% - 28 %
Phenol 15 58 % 58 % 56 % 60 % 43 % 50 % 55 % 56 %
Toluen 2,6 0% 3% 3% 3% 0% 4% 2% 4%
Benzophenon 3,2 13 % 18 % 15 % 21 % 13 % 15 % 15 % 18 %

Kow: 0ctanol-vand forhold angiver stoffets fordeling mellem octanol og vand.

Af tabellen ses, at der ikke er forskel i genfindelses-% mellem de forskellige materialer for samme
stof. For alle materialerne ses den hgjste genfindelse for phenol (ca. 55 %), som pga.
tilstedevaerelsen af OH-gruppen er relativ poler. Til trods for dichlorpropanols stgrre polaritet
sammenlignet med phenol er genfindelsen af dette stof mindre. (Dette kan ikke umiddelbart
forklares med en lavere oplgselighed af dichlorpropanol i ethylacetat, da dichlorpropanol har en
Kow , der er teettere pa Koy, for ethylacetat (=0,73) end Ko, for phenol.) Der ses en lav genfindelse
for benzophenon, hvilket ma forventes ud fra den givne K. Tilsvarende ses en meget lav
genfindelse for toluen, svarende til stoffets apolaere karakter.

Forsgget viser, at for apolere stoffer (som toluen og benzophenon) vil ekstraktionseffektiviteten
over i vand og videre i ethylacetat veere meget lav. For middelpolere stoffer som phenol giver det
samlede ekstraktionssystem en ekstraktionseffektivitet pa op til 50 %. Udfra Ko, veerdien ville der
forventes en starre ekstraktion af dichlorpropanol end den faktisk fundne. Udfra resultaterne med
dichlorpropanol kan det saledes tyde pa, at tilstedevaerelsen af polaere stoffer underestimeres noget i
den foreliggende undersggelse i forhold til stoffernes faktiske indhold i de vandige ekstrakter,
formentlig pga. den efterfglgende udrystning med ethylacetat. Denne ekstraktion har af analytiske
arsager veret ngdvendig for at opna et ekstrakt, det umiddelbart er muligt at analysere pa GC-IR-
MS. En direkte analyse af vandige ekstrakter pd GC-IR-MS ville kraeeve en omfattende
metodeudvikling, som der ikke har veeret afsat ressourcer til i dette projekt.

Tabel 4a: Afgivelse af stoffer fra materialerne B, C og D ved ekstraktion med vand (mg/kg
materiale)
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Fundet indhold i de enkelte

Stof nr. | CAS-nr. Stofnavn materialer, mg/kg
B C D
45 71-41-0 |Pentanol 1
46 111-27-3 |Hexanol 8 9 4
8 112-34-5 |2-(2-butoxyethoxy)-ethanol 1 2 3
13 121-33-5 |4-Hydroxy-3-methoxy 3 5 4
benzaldehyd (vanillin)
47 126-73-8 |Phosphoric acid tributyl ester (6)
(blindveerdi)
48 306-08-1 |4-hydroxy-3-methoxy phenyl syre 2 3
49 En phenol 1 4 4
50 Alifatisk forbindelse 1
51 DEHA (blindveerdi) (<1) (5) (0)
43 80-05-7 |Bisphenol A* 0,6 0,6 0,6
Sum af fundne stoffer 14 18 14

*Stoffer hvor der er fastsat en specifik migrationsgranse (se tabel 4 b)

Hvor der er fundet samme stof som i ethanolekstrakterne benyttes det samme nummer.
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Tabel 4b:  Afgivelse af stoffer fra materialerne B, C og D i mg/dm? ved ekstraktion med vand
Stof Fundet indhold i de enkelte
nr. | CAS-nr. Stofnavn materialer, mg/dm2 SCF vurdering
B C D

45 |71-41-0  |Pentanol 0,004 |(L3)

46 |111-27-3 |Hexanol 0,035 | 0,035 0,015 |[(L3)

8 112-34-5 |2-(2-butoxyethoxy)- 0,004 | 0,008 0,012 |Gruppe- TDI=0,05mg/kg
ethanol bw. (L2)

13 |121-33-5 |4-Hydroxy-3-methoxy 0,012 | 0,019 0,015 |ADI=10mg/kg bw (L1)
benzaldehyd (vanillin)

47 1126-73-8 |Phosphor syre tributyl ester| (0,02)
(blindveerdi)

48 |306-08-1 |4-hydroxy-3-methoxy 0,008 0,012
phenyl syre

49 En phenol 0,004 | 0,015 0,015

50 Alifatisk forbindelse 0,004

51 DEHA (blindveerdi) (<0,004) [ (0,019) | (<0,004)

43 |80-05-7 |Bisphenol A 0,002 | 0,002 0,002 |SMG=0,5mg/kg

TDI=0,05 mg/kg bw (L2)

Sum af stoffer 0,06 0,09 0,08

Hvor der er fundet samme stof som i ethanolekstrakterne benyttes det samme nummer.

L: SCF liste nummer

TDI: Tolerabelt dagligt indtag pr. kg kropsvaegt

Gruppe-TDI: TDI-vaerdien geelder for summen af en gruppe beslaegtede stoffer
ADI: Acceptabelt dagligt indtag pr. kg kropsveegt

SMG: Specifik migrationsgraense

Som det ses af tabellerne 4a og 4b er antallet af stoffer i de vandige ekstrakter betydelig mindre end
ved ekstraktion med ethanol. En tydelig forskel pa de to ekstrakter er saledes, at der kun er meget fa
langkeaedede alifatiske forbindelser i de vandige ekstrakter, hvilket skyldes den apolere karakter af
disse stoffer. Gruppen af aromatiske stoffer der er identificeret i de vandige ekstrakter omfatter: 4-
hydroxy-3-methoxy benzaldehyd, 4-hydroxy-3-methoxy phenyl syre og bisphenol A. De to farste
stoffer er fundet i samme niveau som i ethanol ekstrakterne. For bisphenol A er niveauet i
vandekstrakterne pa 0,6 mg/kg materiale svarende til 0,002 mg/dm? vesentlig lavere end niveauet i
ethanolekstrakterne (0,012-0,035 mg/dm?). Der er fundet det samme niveau i alle vandekstrakter fra
prevematerialerne af genbrugsfibre. Niveauet er betydeligt under den for plast fastsatte specifikke
migrationsgraense p& 0,5 mg/dm? (Sundhedsministeriets bekendtgarelse nr. 1064, 1996).

Ved analyse af vandekstraktet fra materiale A blev der kun fundet stofferne (13): 4-hydroxy-3-
methoxy benzaldehyd, (47): phosphor syre tributyl ester og (51): DEHA. Alle stofferne var i samme
niveau som for de gvrige praver.

Ved analyse af blindprgverne for de vandige ekstrakter viste det sig at praverne var blevet forurenet
med DEHA og phosphorsyre tributyl ester stammende fra det benyttede filtreringsudstyr. De fundne
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niveauer i blindprgverne er pa samme niveau som prgverne. Ved den benyttede screeningsmetode er
der desuden pavist spor af dibutyl phthalat, DBP (svarende til 1 pg/ml ekstrakt) og det kan ikke
udelukkes, at der ogsa kan veere ekstraheret andre stoffer fra det benyttede filtreringsudstyr, som
forekommer pa sporstof niveau i ekstrakterne. Da DMSO (anvendt ved solvent skift af
vandprgverne) ogsa viste sig at give et svagt respons i Ah-receptor testen, blev pa denne baggrund
fremstillet nye vandekstrakter af prgverne ved brug af nyt filtreringsudstyr, baseret helt pa glas. Da
der kun blev fundet meget fa kemiske stoffer i de oprindelige vandekstrakter, blev de nye
vandekstrakter ikke analyseret kemisk, men udelukkende testet i Ah-receptor testen (se afsnit 4.2.3).

4.2 Biologiske testresultater

4.2.1 Mutagentestning

Test for toksicitet:

Da der ikke var nogen betydelig toksisk effekt af nogen af de testede ekstrakter af de forskellige
papkvaliteter i det anvendte koncentrationsinterval (50 — 100 % overlevende celler i forhold til
negativ kontrol), blev den hgjeste testkoncentration i toksicitetsestene ogsa anvendt som hgjeste
testkoncentration i mutagentestene.

Test for mutagenicitet

Ethanolekstrakter af de 4 papkvaliteter blev testet for mutagenicitet én gang i alle 5 teststammer,
med og uden metabolisk aktivering (0,4 mg S9/plade). Et resultat betragtes som positivt (mutagen
effekt), hvis der er en koncentrationsafhaengig forggelse af antallet af revertantkolonier pr. plade i
det undersggte koncentrationsinterval og/eller en reproducerbar forggelse af antallet af
revertantkolonier pr. plade ved en eller flere koncentrationer, for mindst én stamme, med eller uden
metabolisk aktivering. I tvivistilfeelde kan statistiske metoder anvendes til vurdering af
testresultaterne. Statistisk signifikans kan dog ikke anvendes alene, men skal sammenholdes med
resultatets biologiske signifikans ved vurdering af resultaterne. Resultater af forsggene er vist i figur
1, 2 og 3 og appendix 1 og 2. Ingen af de testede ekstrakter gav et klart positivt respons i nogen af
de testede stammer i koncentrationsintervallet: 50-2,5 mg/plade. Papirkvalitet C og D viste dog en
meget svag, men statistisk signifikant foragelse (Anova efterfulgt af Dunnets test) i frameshift
stammerne TA97 og TA98 (figur 1 og 2). Disse forsgg blev derfor gentaget under lidt eendrede
forsggsbetingelse som naevnt under afsnit 3.2.1. Forsggene med TA97 og 0,8 mg S9 blev udfart 2
gange. Der sas ingen mutagen effekt under de @ndrede forsggsbetingelser (jvf. figur 3 og tabel 5)

Vandekstrakterne blev ligeledes testet i alle teststammer med og uden metabolisk aktivering. Der
sas ingen mutagen effekt under de anvendte forsggsbetingelser (jvf. Appendix 2).

De medtagne positive og negative kontroller 1a indenfor det normale interval for laboratoriets
kontrolveerdier for alle teststammer. Der var ingen mutagen effekt af de testede blindpraver.
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Tabel 5 Samlet oversigt over resultaterne af mutagen forsggene
Papir/ TA97 +S9 | TA97 —S9 | TA98 + S9 TA98 —S9 | TA100+S9 | TA100-S9 | TA102+S9 | TA102 -S9 | TA1535+S9 | TA1535-S9
Teststamme
A - - - -
B - - - - - -
c 0 - 0 - - - -
D - ) () - - - - - -
A(3 x konc.) NT NT - NT NT NT NT NT NT
B(3 x konc.) NT NT NT NT NT NT NT NT
C(3 x konc.) NT NT NT NT NT NT NT NT
D(3 x konc.) NT NT - - NT NT NT NT NT NT
A(3 x konc.+S9) -* NT -* NT NT NT NT NT NT NT
B(3 x konc.+S9) -* NT -* NT NT NT NT NT NT NT
C(3 x konc.+S9) -* NT -* NT NT NT NT NT NT NT
D(3 x konc.+S9) -* NT -* NT NT NT NT NT NT NT

-: Ingen mutagen effekt; (-): svag men statistisk signifikant effekt (vist i figur 1 og 2); NT: ikke

testet. *: to uafhaengige forseg (vist i figur 3).
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4.2.2 Test for cytotoksicitet

Cytotoksiciteten er opgivet som den koncentration af teststof, der medferte 50% celledad (ICsp) i
ekstrakt beregnet som mg pap tilsat pr. brgnd.

Ethanolekstrakter. Alle de testede ekstrakter gav et klart positivt respons i cytotoksicitetstesten i
koncentrationsintervallet: 100-5 mg/pap pr. brgnd. Alle papirkvaliteterne var signifikant mere
toksiske end 95 % ethanol(t-test). Papirekstrakterne udviste falgende potensraekkefalge C>B>D>A
(jf. tabel 6 og figur 4). A var signifikant (p<0.05) mindre cytotoksisk end de gvrige ekstrakter, hvor
imellem der ikke fandtes signifikante forskelle (Anova efterfulgt af Bonferroni’s t-test).

Tabel 6 Cytotoksicitet af ethanolekstrakter af de 4 forskellige papkvaliteter

Pragve 1Cs0 i mg pap/brgnd
A 16,0+ 0,7*
B 4,6 +£0,8*
C 3,7+0,8*
D 5,2 +0,6*

*: Signifikant mere cytotoksisk (p<0.05) end blindprave
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Figur 4 Drabskurver for ethanolekstrakter i humane fibroblaster. Den koncentration af
ekstrakt, der medfarer 50% celledrab (ICsy), afleeses som det punkt pa x-aksen, hvor
linjen for 50% relativ overlevelse skeerer drabskurvernekurverne.
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Vandekstrakterne. gav alle et klart positivt respons i cytotoksicitetstesten i koncentrationsintervallet:
200-10 mg/pap pr. brend, men prgverne var generelt mindre cytotoksiske end ethanolekstrakterne.
Papirkvaliteterne fandtes alle signifikant (p<0.05) mere toksiske end den poolede blindprgve
(Kruskal Wallis one way analysis on ranks efterfulgt af Dunn’s test). Der fandtes ikke signifikante
forskelle mellem papirekstrakternes cytotoksicitet med den anvendte ekstraktionsmetode (Anova)
(tabel 7).

Tabel 7 Cytotoksicitet af vandekstrakter af de 4 forskellige papkvaliteter

Prgve I1Cs0 i mg pap/brend
A 155+ 2,1*
B 14,1+ 1,8*
C 15,6 £ 0,7*
D 14,6 + 1,6*

*: Signifikant mere cytotoksisk (p<0.05) end blindprave.

4.2.3 @strogentest

Ethanolekstrakterne blev testet i koncentrationer pa 0.05 — 50% ekstrakt, svarende til mellem 0,255
0g 500 mg pap/brend. Ekstrakter af alle papkvaliteter (A, B, C og D) udviste markant cytotoksicitet
overfor geercellerne (ved koncentrationer > 0,8 — 1,6 %). Der var ingen gstrogen aktivitet af nogen
af ekstrakterne ved koncentrationer < 0,4 — 0,8% (dvs. ved < 1-2 mg pap/brend). To uafhangige
forsgg gav identiske resultater. I lyset af de fundne niveauer af bisphenol A i ekstrakt B, C og D
ville man teoretisk forvente at se et gstrogent respons i dette assay, idet andet genbrugspapir
indeholdende tilsvarende niveauer af bisphenol A har givet positivt respons under tilsvarende
forsggsbetingelser. Det er sandsynligt at den cytotoksiske effekt af ekstrakterne har maskeret for
dette respons. Alternativt kunne der teenkes at veere stoffer til stede i ekstraktet, som modvirker
bisphenol A’s respons.

Vandekstrakterne svarende til 10 g pap/ml i DMSO blev som omtalt i 3.2.3 testet i koncentrationer
der var 10 gange lavere end ethenoa ekstrakterne (0.005-5% svarende til 0,05 — 100 mg
pap/brend). Disse ekstrakter var ogsa markant cytotoksiske, og det var derfor ikke muligt at vurdere
den gstrogene aktivitet.

4.2.4 Ah-receptortest

Ethanolekstrakterne af papkvalitet B, C og D var cytotoksiske ved 1% ekstrakt. Ved 0.1 % (dvs.
ved 0,5 mg pap/brgnd) ekstrakt udviste alle 4 praver svag Ah-receptor aktivitet med
potensraekkefglgen C=D>B=A. Det maksimale respons for C og D svarede til ca. 1/3 af det
maksimale respons for den positive kontrol 2,3,7,8-TCDD. Blindprgver viste ingen aktivitet
(Appendix 3).

Ved test af rene vandekstrakter (uden udrystning med ethylacetat og overfarsel til DMSO — jf.3.1.2)
sas overraskende et tilsvarende positivt respons ved de hgjeste koncentrationer. Blindprgverne gav
negativt respons (appendix 4). | tilstedevarelse af 1 % ekstrakt i assayet gav prgve B, C og D stort
set identiske resultater, hvilket var ca. en 1/20 af det maksimale respons for 2,3,7,8-TCDD. Ved test
af 10 % ekstrakt i assayet, sas cytotoksisk respons for prgve B og C, og derfor kan der ikke
konkluderes noget pa baggrund af test ved denne koncentration. Det er ikke muligt pa baggrund af
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den kemiske analyse at afgare, hvilket eller hvilke stoffer, der er ansvarlige for Ah receptor
responset. Da der er tale om rene vandekstrakter er det mindre sandsynligt, at responset skyldes de
meget lipofile PCB’er og TCDD’er.

I den kemiske analyse er detektionsgraensen 1 mg stof/kg pap. Da detektionsgraensen i Ah receptor
assay for TCDD ligger meget lavt pa ca. 0,5 fmol (svarende til ca. 160 fg) og da vi hgjst kan tilsette
1 pl ekstrakt (eller 10 mg pap) i assayet, betyder det, at der med en koncentration pa ca. 16 ng
TCDD i 1 kg pap, skulle kunne detekteres et respons i Ah receptor assay. Denne koncentration af
TCDD vil dog langt fra blive detekteret i den kemiske analyse med detektionsgraensen pa 1 mg/kg.

pap.

4.2.5 Mikrobiologiske undersggelser

Resultaterne af de mikrobiologiske undersggelser fremgar af Tabel 8 og Tabel 9.

Tabel 8 Antal bakterier per gram homogeniseret pappreve
Paptype
A B C D
Totalkim 90 1600 820 580
Aerobe sporedannende bakterier 14 60 300 340
Anaerobe sporedannende bakterier 6 60 150 170
Bacillus cereus/thuringiensis 0 0 0 0

Tallene er gennemsnit af dobbeltbestemmelse

Tabel 9 Antal bakterier, geer og skimmel per 10 cm? papoverflade

Paptype

A
Totalkim — tgrt pap 0
Totalkim — befugtet pap 0
Geer og skimmel — tert pap 0
Geer og skimmel — befugtet pap 0

Tallene er gennemsnit af dobbeltbestemmelse

R oor| @
NoO ool
or oolg

Af Tabel 8 ses, at det totale antal kim i de homogeniserede praver 1a fra ca. 90 kim pr gram til ca.
1600 kim pr gram. En stor del af disse kim bestod af aerobe og anaerobe sporedannende bakterier,
dog ikke Bacillus cereus/thuringiensis, som ikke kunne pavises i praverne. Kimtallene for paptype
A la ca. en faktor 10 lavere end typerne B, C og D. Alle paptyper havde meget lave kimtal pa
overfladen, selv pa befugtede papstykker (Tabel 9).
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5 Diskussion og konklusion

Et af hovedformalene med denne undersggelse var at tilpasse 4 forskellige toksicitetstests og
vurdere egnetheden af disse til at screene papir og pap for indhold af potentielt toksiske stoffer.
Ligeledes var det et formal at afprgve og tilpasse de kemiske metoder samt vurdere mulighederne
for at kombinere kemiske og biologiske testmetoder ved vurdering af emballager af pap og papir.
Endvidere gik undersggelsen ud pa at foretage en forelgbig vurdering af egentheden af stgbepap
baseret pa retur- eller nye fibre til emballering af levnedsmidler.

Kemisk Analyse

Resultaterne fra den kemiske analyse viser en betydelig forskel i antallet af stoffer, der er fundet ved
ekstraktion med henholdsvis ethanol og vand, som er benyttet til estimering af materialernes
afgivelse af stoffer til henholdsvis fede og vandige levnedsmidler.

Specielt for ethanol ekstrakterne tyder resultaterne pa en signifikant forskel i antal og mangde af
stoffer, der er fundet fra henholdsvis materiale B og fra materialerne C og D af returfibre. Det
hgjeste indhold er saledes fundet i ekstraktet fra materiale C (returfibre med tryk, ikke afsvertet).
En sandsynlig forklaring kan veere at nogle af de fundne stoffer stammer fra trykfarver, der indgar i
ravaren til materiale C. Med den benyttede analysemetode fandtes der ikke signifikant forskel pa
indholdet og mangden af stoffer der afgives fra materiale C og D (returfibre med tryk, afsveertet),
som muligt udtryk for, at afsvaertningsprocessen kun har en begranset reducerende effekt pa de
pageeldende stoffer. Hvorvidt dette er et typisk billede kan ikke afggres udfra det lille prgveantal.
Det er muligt, at der sker en opkoncentrering af visse stoffer i processen som fglge af den benyttede
procedure med recirkulering af procesvand i Hartmanns produktion. Denne procedure kan muligvis
veere en del af forklaringen pa, at der kun ses en begranset effekt pa antallet af kemiske stoffer ved
afsveertning af materiale D.

Resultaterne viser samtidig, at der er en tydelig forskel pa antal og mangde af kemiske stoffer, der
afgives fra henholdsvis jomfruelige fibre (materiale A) og pap fremstillet af genvundne fibre
(materialerne B, C, D). Der er benyttet to forskellige processer ved fremstilling af henholdsvis
materiale A og materialerne B, C og D, hvor materialerne B, C og D er fremstillet ved en egentlig
produktionsproces, mens materiale A er en ravare fremstillet i laboratorieskala uden brug af de
sedvanlige hjelpestoffer. Det er derfor muligt, at nogle af de fundne stoffer fra B, C og D stammer
fra selve produktionsprocessen, herunder fra tilseetning af produktionshjelpestoffer. Med det
foreliggende materiale kan det saledes ikke afgeres, hvor stor en andel af de fundne stoffer, der
stammer fra selve returfibermassen.

Mutagentestene

Ingen af de testede ekstrakter af de 4 papkvaliteter viste mutagen aktivitet under de anvendte
forsggsbetingelser. Dette kan skyldes, at ingen af de testede papkvaliteter indeholdt mutagene
stoffer, eller at testsystemet ikke var fglsomt nok til at detektere stofferne. Et testsystems fglsomhed
overfor et stof i en given koncentration afhanger af potensen af dette stof. Med de koncentrationer,
der er testet i denne undersggelse, kan der, med den anvendte testmetode, pavises 0,1 ppm
(vandekstrakter) og 0,2 — 0,07 ppm (ethanolekstrakter) af et genotoksisk stof med en specifik
mutagen aktivitet pa 4000 revertanter pr. g, forudsat at stoffet er ekstraheret 100% fra
papmaterialet. Tabel 10 viser en oversigt over stoffer, som er testet i mikrosuspensionstesten med
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anfarelse af detektionsgraenser for de enkelte stoffer med de anvendte testkoncentrationer (gaelder
for 3 gange opkoncentrerede ethanolekstrakter) i naerveaerende undersggelse.

Tabel 10 Beregnede detektionsgranser for Salmonella/microsuspensions testen for fire kemiske
stoffer med forskellig mutagen aktivitet (geelder for 3 gange opkoncentrerede
ethanolekstrakter)

Stof Revertanter/ug i TA98 Detektionsgraenser
Benzo(a)pyrene 3780 0,07 ppm
2-aminofluorene 18200 0,01 ppm
2-nitrofluorene 17480 0,01 ppm
4-nitroquinoline-N- 9791 0,02 ppm
oxide

Stoffer som forekommer i lavere koncentrationer end anfart eller stoffer med lavere potens (feerre
revertanter pr ug) vil ikke kunne pavises med den anvendte testprocedure. Til sammenligning kan
naevnes, at der med den anvendte kemiske analysemetode ikke er identificeret stoffer, som er pavist
I koncentrationer lavere end 1 ppm i prgvematerialet.

Cytotoksicitet

Ethanolekstrakternes cytotoksicitet afspejlede den forventede potensraeekkefalge. De ekstrakter, der
var fremstillet pa basis af ikke afsveertede aviser og ugeblade (type C), udviste den hgjeste aktivitet i
cytotoksicitetstesten. Herefter kom type B (40% aviser uden tryk, 40% nye fibre og 20% D), og
dernzest afsveertede aviser og ugeblade (type D), men aktiviteten af disse to typer var meget ens. Nye
fibre (type A) var signifikant mindre cytotoksisk end alle de gvrige papirkvaliteter.
Vandekstrakterne var generelt mindre cytotoksiske end ethanolekstrakterne, og der fandtes ikke
signifikante forskelle mellem de forskellige typer papirkvaliteter. Resultaterne viser en forskel i den
cytotoksiske aktivitet mellem nye fibre (som ikke har gennemgaet en produktionsproces) og pap
produceret af returfibre, mens der ikke er nogen vasentlig forskel pa papkvaliteten produceret af
returfibre.

@strogenlignende efffekt

Der kunne ikke pavises gstrogen aktivitet i nogen af de testede ekstrakter. Alle ekstrakter viste dog
en cytotoksisk aktivitet overfor testorganismerne. Pa det foreliggende grundlag kan det derfor ikke
udelukkes, at der findes gstrogent aktive stoffer i de forskellige papirtyper, da cytotoksisitet kan
teenkes at have maskeret for en effekt. Det er bemarkelsesverdigt, at den cytotoksiske aktivitet er sa
markant overfor geercellerne sammenlignet med effekten overfor bakterier og pattedyrsceller.
Effekten kan muligvis skyldes, at der af arbejdsmiljgmaessige grunde er tilsat et fungicid til
“procesvandet” under fremstillingsprocessen. Det fundne niveau af bisphenol A ligger pa et niveau,
som burde give udslag ved en gstrogen test, hvis ikke de testede ekstrakter havde veeret cytotoksiske
overfor de benyttede geerceller.
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Ah-receptor aktivitet

Der blev fundet Ah-receptoraktivitet af ethanolekstrakterne af specielt papkvalitet C og D. Disse
papkvaliteter er fremstillet af samme udgangsmateriale, den eneste forskel, er at kvalitet D er
afsveertet, og kvalitet C ikke er. Dette kunne indikere, at de aktive stoffer stammer fra trykfarver.
Derudover sas et ganske svagt Ah-receptor respons i vandekstrakt B,C og D. En endelig
identifikation af de aktive stoffer er et fremtidigt og ressourcekraevende projekt. En indledende
analyse af ethanolekstrakterne for mono- og diortho PCB, viste lave niveauer, tet pa
bagrundsniveauerne, og da kendte Ah-receptor agonister (stoffer, der binder sig til Ah-receptoren)
som PCB, dioxiner og PAH’er ikke er vandopleselige, kunne det indikere, at der er andre endnu
ikke identificerede Ah receptor agonister tilstede i ekstraktet. En kemisk identifikation af de(t)
aktive stof(fer) vil kreeve en dybdegaende og leengerevarende analyse.

Mikrobiologi

Ved sammenligning af de opnaede mikrobiologiske resultater med andre undersggelser af pap
fremgar det, at pappreverne fra Hartmann har veesentligt lavere kimtal end pappet omfattet af de
andre undersggelser, hvor der har veeret pavist total kimtal pr gram i stgrrelsesordnen 1.000-
2.000.000 for pap fremstillet af genbrugspapir og i stgrrelsesordenen 70-200.000 for jomfrueligt pap
(\Vaisénen et al., 1991; Jokinen & Osmonen, 1995; Sipilainen-Malm et al., 1997; Suihko & Skytta,
1997; Suominen et al., 1997). Disse kilder bekrafter tillige, at de hyppigst forekommende bakterier
i pap er aerobe sporedannere, som pga. deres resistente sporeform er i stand til at overleve den
varmebehandling, som pappet udsattes for under produktionen.

De mikrobiologiske resultater for stikprgverne af de fire undersggte paptyper giver ikke umiddelbart
anledning til sundhedsmassige betenkeligheder, safremt pappet anvendes i forbindelse med tarre
fedevarer.

Samlet vurdering

Alle fire toksicitets tests synes egnede til at teste papir og pap for potentielt toksiske stoffer. Den
anvendte gstrogen test var dog ikke egnet i denne undersggelse, da alle ekstrakter indeholdt stoffer
som var toksiske overfor geercellerne, selv i lave koncentrationer. Testen har dog tidligere vist sig
egnet til at teste andre papirprodukter (Vinggaard et al.) Der bgr arbejdes pa at forgge falsomheden
af specielt mutagentesten. Denne test er ogsa den mest tidskraeevende af de anvendte tests, derfor bar
det overvejes ogsa at afprgve andre mutagentest til dette formal. Der er endvidere en god
overenstemmelse mellem resultaterne fra henholdsvis de biologiske og de kemiske test.
Resultaterne af savel de kemiske analyser som de biologiske test viser, at nye fibre indeholder
vaesentligt feerre/lavere koncentrationer af toksiske stoffer end papprodukter fremstillet af returfibre
specielt papkvalitet C og D. Hvorvidt stofferne i disse materialer stammer fra trykfarver kan endnu
ikke afgares med sikkerhed, selvom resultaterne peger i denne retning.

Resultaterne fra Ah-receptor assayet og fra den kemiske analyse tyder pa, at en reekke stoffer (heraf
nogle aktive i den biologiske test) ikke fjernes ved de-inkning. Med de gennemfgarte kemiske
sceeningsanalyser har det ikke vaeret muligt at identificere de(t) stof(fer), der er aktive i specielt Ah-
receptor assayet. Undersggelsesresultaterne tyder pa, at der for en mindre procentdels
vedkommende er tale om polere stoffer, der ogsa forekommer i vandekstrakterne. En evt.
videreudvikling af den kemiske undersggelse ber saledes legge vaegt pa en identifikation af de Ah
receptor aktive stoffer, herunder ogsa mere polere stoffer. Derudover vil det veaere gnskeligt med en
analyse for dioxiner for at fa afklaret, om de kunne tenkes at veere ansvarlige for en del af Ah
receptor responset.
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De mikrobiologiske resultater viser en god mikrobiologiske kvalitet af alle de undersggte
papkvaliteter. At der findes et mindre kimtal end i andre undersggelser af pap kan formodentlig
tilskrives den hgje temperatur, der anvendes ved fremstilling af stabepap.

Det er ikke pa baggrund af de gennemfarte undersggelser muligt at drage generelle konklusioner om
de fire paptypers kemiske og toksikologiske egenskaber. Dels har undersggelsen kun omfattet en
enkelt stikprgve (indsamlet pa én produktionsdag) af hver paptype, dels er der kun undersggt én
produktionsproces til fremstilling af stabepap.
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Appendix 1

Nedenstaende viser de resultater af mutagentestning af ethanolekstrakter der ikke er vist i rapporten
(jvf tabel 5). Alle forsgg er udfart med 0,4 mg S9/plade. Forsggene TA98 er udfert med 3 x
opkoncentreret ekstrakt med maks konc pa 150 mg/plade, gvrige forseg med maks konc. Pa 50
mg/plade.
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Appendix 2
Nedenstaende viser de resultater af mutagentestning af vandekstrakter. Alle forsgg er udfgrt med 0,8
mg S9/plade med maks. konc. pa 150 mg/plade
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Appendix 3

Test af papekstrakter(EtOH) for Ah receptor aktivitet
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Appendix 4a

Prgve A - Vandekstrakt Prgve B - Vandekstrakt
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Appendix 4b

Positiv kontrol
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