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Forord

Detta projekt har genomforts med finansiering fran Energimyndigheten och det
strategiska innovationsprogrammet RE:Source. Projektet har genomforts i samverkan
mellan forskningscentrum MTM vid Orebro universitet och Svensk Plastitervinning.

Vi vill rikta ett sarskilt tack till Svensk Plastatervinning for tillgang till material,
provtagning och vardefull kunskap om plastatervinningsprocessen. Vi vill dven tacka alla
medverkande vid Orebro universitet som bidragit till metodutveckling, provberedning,
kemisk analys, effektbaserade analyser, datahantering och vetenskaplig tolkning.

Projektet har haft som mal att bidra med ny kunskap om kemikalieinnehall och biologisk
aktivitet i atervunna plaststrommar fran hushallsforpackningar. Férhoppningen &r att

resultaten ska kunna bidra till en mer kunskapsbaserad utveckling av sakra och cirkulédra
plastfloden.

Magnus Engwall, Maria Larsson
Projektledare

Orebro universitet

Innehall
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1. Sammanfattning

Atervunnen plast fran hushallsférpackningar innehaller manga olika kemiska amnen. I
detta projekt har vi visat att &mnen kan extraheras ur dtervunnen plast i laboratoriet och
att dessa extrakt i flera fall ger biologiska utslag i cellbaserade tester. Resultaten innebar
inte att materialen i sig utgor en pavisad risk for manniska eller miljo. Projektet har inte
undersokt faktisk migration eller exponering vid normal anvidndning. Resultaten visar i
stallet vilken biologisk aktivitet som kan observeras nar kemikalier extraheras ur
materialet under standardiserade laboratorieforhallanden. Sddana totalextraktioner
anvands som ett kdnsligt screeningverktyg for att identifiera biologiskt aktiva och
potentiellt skadliga &mnen i komplexa material samt for att jamfora olika plastfloden och
atervinningsprocesser.

Bakgrunden ar en central utmaning i den cirkuldra ekonomin. Plast behdver atervinnas for
att minska resursanvandning, avfall och klimatpaverkan, men plast innehaller ocksa
tillsatser, fairgdmnen, stabilisatorer, nedbrytningsprodukter och andra kemikalier som kan
folja med i atervinningsflodena. Nar material fran manga olika produkter blandas blir den
kemiska sammansattningen svar att forutse. Detta skapar osdkerhet for
atervinningsindustri, myndigheter och féretag som vill anvinda atervunnen ravara.

Inom projektet analyserades stickprov av plastfraktioner fran olika processteg i
atervinningskedjan vid Svensk Plastatervinnings anldggning Site Zero samt hos nedstroms
atervinningsaktorer, inklusive material efter sortering samt under och efter mekanisk
atervinning. Arbetet omfattade dels en tidsstudie av industriella materialfloden, framst
HDPE, LDPE och AggloPQ75, dels en férdjupad studie av tvattade plastflingor och pellets.
Syftet var att 6ka kunskapen om vilka kemiska amnen som forekommer i materialen och
om de samlade kemikalieblandningarna kan ge biologiska utslag i olika testsystem.

Projektet kombinerade kemisk analys med effektbaserade analyser. Kemisk analys kan
identifiera manga enskilda 4mnen, men fangar inte hela den kemiska komplexiteten.
Effektbaserade analyser fungerar som biologiska varningssystem dar extrakt fran plasten
testas pa celler som reagerar pa specifika typer av kemisk paverkan, exempelvis
hormonliknande aktivitet eller aktivering av cellernas avgiftningssystem. Metoderna kan
darmed fanga biologisk aktivitet dven fran okdnda dmnen och komplexa blandningar.

Resultaten visar att biologiska utslag kunde matas i flera material och for flera olika typer
av tester. Aktivitet kopplad till PAH-liknande &mnen och antiandrogen aktivitet forekom
brett i de analyserade plastflodena. Ostrogen aktivitet var tydligare kopplad till vissa
material och aterfanns framfor allt i den mer polara extraktionsfraktionen. LDPE
uppvisade generellt hogre nivaer och storre variation an HDPE, medan AggloPO75 hade
sarskilt tydlig 6strogen aktivitet. Resultaten varierade ocksa mellan provtagningstillféllen,
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vilket visar att plastflodena inom dtervinning ar heterogena och att enskilda partier kan
avvika tydligt fran normalbilden.

Den kemiska analysen identifierade manga plastrelaterade amnen, men endast en del av
den biologiska aktiviteten kunde kopplas till identifierade kemikalier. Detta visar att
riktad kemisk analys ensam inte riacker for att beskriva komplexa atervunna material.
Kombinationen av kemisk analys och effektbaserade analyser ger darfér en mer
heltdckande bild av materialens kemiska och biologiska egenskaper.

Den fordjupade studien av flingor och pellets visade att atervinnings- och
bearbetningssteg i flera fall minskade den biologiska aktiviteten. Samtidigt kvarstod vissa
biologiska utslag dven efter bearbetning, vilket visar att de tillampade
atervinningsprocesserna kan reducera men inte nodvandigtvis eliminera biologiskt aktiva
amnen. Resultaten understryker ocksa betydelsen av uppstromsatgarder, sdsom battre
kontroll av kemikalier i plastprodukter redan vid tillverkning.

Projektets viktigaste bidrag ar att visa hur kombinationen av kemisk analys och
effektbaserade analyser kan anvindas for att f6lja, jaAmfora och béattre forsta plastfloden
inom atervinningsprocesser. Metoderna kan bidra till att identifiera avvikande material,
folja effekten av forbattrad sortering och processutveckling samt ge stod for utveckling av
sdkrare cirkuldra materialfloden. Nasta steg ar att utveckla mer standardiserade
analysstrategier samt komplettera totalextraktioner med studier av migration, faktisk
exponering och specifika anvindningsomraden.
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2. Summary

Recycled plastic from household packaging contains many different chemical substances.
In this project, we have shown that substances can be extracted from recycled plastic
under laboratory conditions and that these extracts, in several cases, produce biological
responses in cell-based tests. The results do not mean that the materials themselves
constitute a demonstrated risk to humans or the environment. The project has not
investigated actual migration or exposure during normal use. Instead, the results show the
biological activity that can be observed when chemicals are extracted from the material
under standardized laboratory conditions. Such total extractions are used as a sensitive
screening tool to identify biologically active and potentially harmful substances in
complex materials, and to compare different plastic streams and recycling processes.

The background is a central challenge in the circular economy. Plastic needs to be recycled
to reduce resource use, waste and climate impact, but plastic also contains additives,
colorants, stabilizers, degradation products and other chemicals that can be carried along
in recycling streams. When materials from many different products are mixed, the
chemical composition becomes difficult to predict. This creates uncertainty for the
recycling industry, authorities and companies that want to use recycled raw materials.

Within the project, spot samples of plastic fractions from different process stages in the
recycling value chain at Svensk Plastdtervinning’s Site Zero facility and downstream
recycling actors were analysed, including materials after sorting as well as during and
after mechanical recycling. The work included both a time-series study of industrial
material streams, mainly HDPE, LDPE and AggloP0O75, and an in-depth study of washed
plastic flakes and pellets. The aim was to increase knowledge about which chemical
substances occur in the materials and whether the combined chemical mixtures can
produce biological responses in different test systems.

The project combined chemical analysis with effect-based analyses. Chemical analysis can
identify many individual substances, but it does not capture the full chemical complexity.
Effect-based analyses function as biological warning systems in which extracts from the
plastic are tested on cells that respond to specific types of chemical influence, such as
hormone-like activity or activation of the cells’ detoxification systems. These methods can
therefore capture biological activity from unknown substances and complex mixtures.

The results show that biological responses could be measured in several materials and in
several types of tests. Activity associated with PAH-like substances and antiandrogenic
activity occurred broadly in the analysed plastic streams. Estrogenic activity was more
clearly linked to certain materials and was found primarily in the more polar extraction
fraction. LDPE generally showed higher levels and greater variation than HDPE, while
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AggloP075 showed particularly pronounced estrogenic activity. The results also varied
between sampling occasions, showing plastic streams in recycling processes are
heterogeneous and that individual batches can deviate clearly from the general pattern.

The chemical analysis identified many plastic-related substances, but only part of the
biological activity could be linked to identified chemicals. This shows that targeted
chemical analysis alone is not sufficient to describe complex recycled materials. The
combination of chemical analysis and effect-based analyses therefore provides a more
comprehensive picture of the chemical and biological properties of the materials.

The in-depth study of flakes and pellets showed that recycling and processing steps, in
several cases, reduced the biological activity. At the same time, some biological responses
remained after processing, showing that the applied recycling processes can reduce but
not necessarily eliminate biologically active substances. The results also underline the
importance of upstream measures, such as better control of chemicals in plastic products
already at the manufacturing stage.

The project’s most important contribution is to show how the combination of chemical
analysis and effect-based analyses can be used to monitor, compare and better understand
plastic streams during recycling processes. The methods can help identify deviating
materials, follow the effects of improved sorting and process development, and support
the development of safer circular material flows. The next step is to develop more
standardized analytical strategies and to complement total extractions with studies of
migration, actual exposure and specific use scenarios.

3. Inledning och bakgrund

Overgangen till en cirkulir ekonomi innebdr att materialfléden i samhillet i 6kande grad
ska slutas genom atervinning och ateranvandning. For plast ar detta sarskilt angelaget, da
materialet anvands i stora volymer och har betydande klimat- och resurspaverkan.
Samtidigt utgor plast ett komplext kemiskt system som innehaller ett stort antal tillsatser,
restprodukter fran tillverkning samt nedbrytningsprodukter, varav manga ar kanda eller
misstankt skadliga for manniska och miljoé (Monclus et al.,, 2025; Stenmarck et al.,, 2017; ).

Detta skapar en central malkonflikt: samtidigt som 6kad materialatervinning dr nédvandig
for hallbar resursanvandning, finns en risk att farliga kemikalier kan folja med in i nya
materialfloden och, i vissa fall, ansamlas eller omférdelas i atervunnet material (Aurisano
etal., 2021; Carney Almroth et al., 2025). For att atervunnen plast ska kunna betraktas
som en saker och marknadsmassig produkt kravs att den uppfyller tekniska och
regulatoriska krav, inklusive att den inte medfor negativa effekter pa miljo eller halsa (EU
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Waste Directive 2008/98/EC). I praktiken ar detta svart att sakerstalla, framst pa grund
av bristande kunskap om innehallet i plastavfallsstrommar och deras kemiska variation.

3.1. Utmaning och problemformulering

Den centrala utmaningen som projektet adresserar ar bristen pa kunskap om férekomst,
ursprung och risker kopplade till kemikalier i dtervunnen plast. Plastavfall utgér en
heterogen blandning av material fran olika kallor och anvandningsomraden, vilket innebar
att bade avsiktligt tillsatta &mnen och oavsiktliga fororeningar kan forekomma. Dessa kan
tillféras under produktion, anvdndning eller genom degradering (Stenmarck et al., 2017).

Vid atervinning blandas olika plastfraktioner, vilket kan leda till utspadning av enskilda
amnen men samtidigt till en komplex kemisk blandning dar kombinationseffekter kan
uppsta. Traditionella kemiska analyser, som fokuserar pa fordefinierade &mnen, fangar
endast en begransad del av denna komplexitet. Detta innebar att viktiga riskbidrag,
sarskilt fran okdnda eller oreglerade dmnen, riskerar att forbises (Escher et al., 2020).

Osidkerheten kring kemikalieinnehall och toxicitet i atervunnen plast kan i praktiken
utgora ett hinder bade for lagefterlevnad (t.ex. REACH och CLP) och fér marknadens
acceptans av atervunnet material (Aurisano et al., 2021). Ett centralt problem ar inte att
atervunnet material generellt skulle vara undantaget fran kemikalielagstiftning, utan att
sparbarhet, informationsoverfoéring och kontroll av kemikalieinnehall ar svéra i blandade
och heterogena materialfloden. Detta skapar en strukturell spanning: atervinning ar
politiskt prioriterat och lagstadgat i form av allt hogre krav pa dtervunnet innehall, men de
kemikalier som darigenom cirkuleras ar inte alltid féremal fér samma restriktioner som
vid nytillverkning.

SCIP-databasen (Substances of Concern In articles as such or in complex
objects/Products), som inférdes 2021 under avfallsramdirektivet, utgor ett forsok att 6ka
transparensen genom att sakerstdlla att information om artiklar som innehaller &mnen pa
REACH:s kandidatforteckning finns tillgdnglig under hela produktens livscykel, inklusive i
avfallsledet (ECHA, 2021). Databasen 6kar darmed transparensen i princip, men dess
praktiska nytta for atervinningsaktorer ar begransad av att den endast omfattar
kandidatfértecknade amnen och att dess anvdndbarhet dr beroende av kvaliteten i de
uppgifter som rapporteras in.

Det regulatoriska trycket pa kemikaliesdkerhet i atervunna material har dock 6kat
markant under senare ar. Ar 2022 antog EU forordning (EU) 2022/1616 specifikt for
atervunna plastmaterial avsedda for livsmedelskontakt, vilken kraver att EFSA och EU-
kommissionen bedomer respektive godkdnner atervinningsprocesser for att dessa ska
anses producera kemiskt siker plast. Aven om férordningen dr avgrinsad till
livsmedelskontaktmaterial illustrerar den en bredare regulatorisk riktning: atervunnet
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material kan inte antas vara kemiskt sakert utan systematisk verifiering. Den
metodologiska ansats som utvecklats i detta projekt — bred kemisk karakterisering
kombinerad med effektbaserad analys - ar darfor relevant for denna typ av
verifieringsbehov, oavsett slutlig tillimpning.

3.2. Kunskapslédge och vetenskaplig kontext

Kunskapslaget inom omradet praglas i 6kande grad av en forskjutning fran studier av
enskilda dmnen till analys av komplexa kemiska blandningar. Detta speglar en insikt om
att exponering i miljon och i tekniska material i praktiken nastan alltid sker som
blandningar, dar additiva, synergistiska eller antagonistiska effekter kan uppsta.
Traditionella riskbeddmningsstrategier, baserade pa ett begransat antal prioriterade
amnen, har darfor visat sig otillrackliga for att fanga den samlade toxikologiska
belastningen i komplexa matriser.

En viktig drivkraft bakom denna komplexitet dr den omfattande anvandningen av kemiska
tillsatser i plast. Plastmaterial kan innehalla, utéver polymeren, ett stort antal funktionella
tillsatser sdsom mjukgorare, flamskyddsmedel, stabilisatorer, antioxidanter, UV-skydd,
fargamnen och processhjalpmedel. Antalet kemikalier associerade med plast uppgar till
flera tusen, och en betydande andel av dessa ar endast delvis karakteriserade avseende
egenskaper och toxicitet (Hahladakis et al., 2018; Monclus et al., 2025). Eftersom tillsatser
i regel inte ar kovalent bundna till polymermatrisen kan de migrera, lakas ut och
omvandlas under materialets livscykel. [ tervunna material forstirks denna komplexitet
ytterligare genom att plast fran olika killor blandas, vilket leder till en ackumulering av
kemikalier fran flera produktgenerationer, inklusive nedbrytningsprodukter och
oavsiktligt forekommande amnen (Stenmarck et al., 2017; Undas et al., 2023).

Samtidigt ar regleringen fragmentarisk och omfattar endast en begrinsad del av dessa
amnen. Detta innebér att en stor del av det kemiska innehallet i plastmaterial - séarskilt i
atervunna floden - varken ar systematiskt kartlagt eller regulatoriskt kontrollerat. Dagens
kontrollsystem dr dessutom i hog grad inriktade pa kidnda och prioriterade dmnen, medan
okdnda dmnen, blandningar och transformationsprodukter i stor utstrackning faller
utanfor etablerade riskbedémningsramverk.

Under de senaste aren har integrerade angreppssétt, dir kemisk analys kombineras med
effektbaserade metoder (EBM), fatt 6kad betydelse inom miljétoxikologi och
kemikalieovervakning (Escher et al., 2020; Neale et al., 2023). Dessa angreppssatt syftar
till att 6verbrygga gapet mellan kemisk identifiering och biologisk relevans, genom att
koppla forekomst av kemikalier till observerade effekter.
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Effektbaserade metoder (EBM), sdsom cellbaserade bioassays, mojliggor direkt matning
av biologiska effekter i komplexa prov. Darigenom fangas inte bara effekter fran kinda
dmnen utan dven bidrag fran okdnda, oidentifierade eller otillrackligt karakteriserade
kemikalier, liksom interaktioner mellan &mnen i blandningen (Neale et al., 2023). Detta
gor EBM sarskilt vardefulla som screeningverktyg for att identifiera prov med forhojd
toxikologisk aktivitet.

Hur fungerar effektbaserade metoder?

Amnen 8‘00

Luciferin —  Ljus

U

BEQ

Princip for den typ av effektbaserade metoder (cellbaserade bioassays) som anvdnts i
projektet. Cellbaserade analyser anvdnds for att mdta biologiska effekter kopplade till
specifika toxikologiska verkningsmekanismer. Cellerna dr genetiskt modifierade for att
reagera pd en viss typ av kemisk pdverkan (t.ex. aktivering av en receptor). Ndr ett prov,
bestdende av en komplex kemikalieblandning, tillsdtts till cellerna aktiveras den aktuella
signalvdgen om relevanta dmnen finns ndrvarande. Metoderna detekterar den samlade
effekten av alla dmnen som verkar via samma mekanism, inklusive okdnda och
oidentifierade komponenter. Aktivering av signalvdgen leder till produktion av ett
rapportprotein (luciferas), vilket genererar ljus. Ljusintensiteten dr proportionell mot den
biologiska aktiviteten i provet. Responsen kalibreras mot en referenskemikalie (t.ex. TCDD,
benzo[a]pyren eller éstradiol), och resultaten uttrycks som bioanalytisk ekvivalent
koncentration (BEQ), vilket méjliggér kvantitativ jimférelse mellan prover.

[ kombination med avancerad kemisk analys, inklusive suspect- och non-target screening
baserad pa hégupplésande masspektrometri, skapas mojligheter att bade brett kartlagga
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kemikalieinnehall och samtidigt koppla detta till observerade biologiska effekter. Inom
detta ramverk kan sa kallade toxicitetsdrivare identifieras, dvs. de amnen eller
amnesgrupper som bidrar mest till den uppmatta effekten (Brack et al., 2016). Kemisk
karakterisering av atervunnen plast har samtidigt utvecklats snabbt under de senaste
aren. Studier baserade pa riktad analys, suspect screening och non-target screening har
visat att atervunna plastmaterial och pellets kan innehalla ett stort antal organiska dmnen,
inklusive plasttillsatser, industrikemikalier, pesticider och andra oavsiktligt
forekommande dmnen. I vissa fall har flera hundra individuella kemiska komponenter
identifierats i enskilda materialfléden. Trots denna utveckling saknas fortfarande
standardiserade analysstrategier och en heltackande bild av kemikalieinnehallet i
atervunnen plast, sarskilt med avseende pa okdnda d&mnen och transformationsprodukter
(Undas et al,, 2023). Detta illustreras av en systematisk genomgang publicerad av Food
Packaging Forum (Geueke et al., 2023), dar 853 kemikalier pavisades i migrat eller extrakt
fran atervunnen PET. Begreppet omfattar inte enbart godkanda tillsatser eller
monomerer, utan aven icke-avsiktligt tillsatta &mnen (NIAS), kontaminanter och
nedbrytningsprodukter. Resultaten visar att atervunnen plast kan innehalla en komplex
och varierande kemisk blandning, diar en betydande del av amnena éar otillrackligt
karakteriserade med avseende pa férekomst, migration och farlighet. Detta ar sarskilt
relevant for atervunna material, dar kemikalier fran tidigare anvindning, kontamination
och processrelaterad nedbrytning kan f6lja med och potentiellt ackumuleras i nya
materialfloden.

Forskningen indikerar att plastdtervinning innebér en inneboende malkonflikt mellan
resurseffektivitet och kemikaliesiakerhet. Atervinningsprocesser kan fora vidare eller
omfordela farliga amnen fran tidigare anvandningscykler till nya material, sarskilt i
system med l1ag sparbarhet och blandade avfallsstrommar. Legacy-dmnen, kontaminanter
och oavsiktligt bildade d&mnen (NIAS) kan ddrmed aterintroduceras i nya produkter
(Undas et al,, 2023; OECD, 2021). Mekanisk atervinning innebar i manga fall en utspadning
snarare dn eliminering av farliga dmnen, vilket ytterligare komplicerar riskbedémningen.

Samtidigt ar transparensen kring kemikalieinnehall i plastmaterial generellt 1ag, vilket
forsvarar saval saker atervinning som efterfoljande anviandning av atervunnet material.
Flera policy- och forskningsrapporter framhaller att kemikaliefragan ar en avgérande
faktor for att mdjliggora en verkligt cirkular plastanvandning, dar materialfléden kan
slutas utan att oacceptabla risker for halsa och miljo uppstar (OECD, 2021; UNEP, 2023).
Flera amnesgrupper aterkommer konsekvent i litteraturen som sarskilt relevanta ur
risksynpunkt i plast och atervunnen plast. Dessa inkluderar flamskyddsmedel (séarskilt
bromerade), ftalater, bisfenoler, PFAS, metaller, mineraloljerelaterade &mnen samt
polycykliska aromatiska kolvédten (PAH). Utover dessa forekommer ett stort antal sa
kallade non-intentionally added substances (NIAS), sdsom reaktionsbiprodukter,
nedbrytningsprodukter och oligomerer. I dtervunna material tillkommer ytterligare
komplexitet genom forekomst av sa kallade legacy contaminants, dvs. &mnen som fasats ut
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eller forbjudits men som kvarstar i materialfléden genom atervinning. Kéllorna till dessa
amnen ar flera och omfattar bade ursprungliga tillsatser, nedbrytning under anviandning
och processning, kontamination fran produktens anvandningsfas samt felinblandning av
andra materialstrommar, exempelvis elektronikplast.

Effektbaserade analyser har borjat tillampas pa plastmaterial, men i betydligt mer
begriansad omfattning dn kemisk analys. De studier som finns &r ofta inriktade pa migrat,
lakvatten eller mikroplastmodeller, snarare dn pa industriella dtervinningsstrommar.
Endast ett fatal studier har kombinerat bred kemisk karakterisering med bioanalytiska
tester for att koppla kemiskt innehall till biologiska effekter i atervunna plastmaterial.

Sammantaget visar litteraturen att det fortfarande finns ett tydligt kunskapsgap nar det
galler integrerade studier dar bred kemisk karakterisering kombineras med effektbaserad
analys av verkliga atervunna plastfraktioner, inklusive pellets och andra industriellt
relevanta material. Detta giller sarskilt forstaelsen av hur komplexa kemiska blandningar
i dtervunnen plast relaterar till biologiska effekter och potentiella risker for manniska och
miljé.

Nya teknologier for plastatervinning utvecklas for att dtervunna material med lagre
kemikaliebelastning ska kunna aterforas in i den cirkuldra ekonomin. Teknologier som
kan forbattra vad som sorteras ut for materialdtervinning (t.ex. maskinell sortering
baserat pa artificiell intelligens) och 16sningsmedelsextraktion for att dekontaminera
plastmaterial under atervinningsprocessen ar tekniker som bérjar anvandas i industriell
skala. Metoder och verktyg som utarbetats och tillampats i detta projekt kan tillampas for
att dokumentera effekten av sddan teknologiutveckling.

Mot denna bakgrund adresserar detta projekt ett centralt kunskapsgap genom att
kombinera bred kemisk karakterisering (inklusive suspect- och non-target screening)
med effektbaserad analys av industriellt relevanta atervunna plastfraktioner och pellets.
Genom att koppla kemiskt innehall till biologiska effekter i verkliga materialfloden bidrar
projektet till en mer heltickande forstaelse av kemikalierisker i atervunnen plast, och till
utvecklingen av analysstrategier som ar direkt tillimpbara for saker cirkularitet.

SOURCE

15



2026-06-04

2026-212673-0001

RE:

Odlade celler

Kemikalier i plasten
aktiverar specifika
celluldra signalvagar:

g S ) AhR-CALUX
g - AntiAR-CALUX
N - ER-CALUX
e, - PXR-CALUX
Bm|c-i—
= -/
Extraktion Cellodlingsplatta (celler
Plastprov (polér/opolar) Extrakt (koncentrerat) exponeras for olika
7w Respons 30000 . Respons extraktkoncentrationer
é " reterensamne plastextrakt
E o E 20000
g ' £
: é V
§ oo £ 10000
3 5 —
" - Kanne‘:luﬂan " " " " Kmoe:‘uauon " " {/ Plattlédsare
Resultat sammanstalls och analyseras Luciferassignal mats

Referensimne ECo5
Extrakt ECy5

= Bioanalytisk ekvivalentkoncentration (BEQ)

Figur 1. Effektbaserad analys av dtervunnen plast. Schematisk illustration av arbetsflodet fran
provtagning till kvantifiering av biologisk effekt. Plastmaterial (t.ex. balar av sorterade fraktioner)
provtas och fragmenteras, varefter organiska kemikalier extraheras med 16sningsmedel under
ultraljud. Extrakten koncentreras och appliceras pa cellbaserade bioassays (t.ex. CALUX-system) i
mikrotiterplattor. Efter exponering mats den biologiska responsen som luminescens i en
plattlasare. Resultaten presenteras som koncentrations-responskurvor for plastextrakt och
jamfors med referensdmnen. Den biologiska aktiviteten kvantifieras som bioanalytiska ekvivalenter
(BEQ) baserat pa exempelvis EC25-varden (effektkoncentration som ger 25 % respons), vilket
mojliggor jamforelse mellan prover samt en uppskattning om potentiell toxikologisk paverkan.

3.3. Samhalls- och marknadsbehov

Projektet adresserar ett tydligt behov hos flera aktorer. For atervinningsindustrin ar
tillgang till tillforlitlig information om kemikalieinnehall avgérande for att kunna
producera siakra material och uppfylla regulatoriska krav. Fér myndigheter behovs battre
beslutsunderlag for att kunna utveckla styrmedel och regelverk som stodjer giftfria och
cirkuldra materialfloden.

Vidare ar osdkerheten kring kemikalieinnehall en viktig faktor som begransar efterfragan
pa atervunnen plast p4 marknaden (Aurisano et al., 2021). Okad transparens och
forbattrad karakterisering av kemiska risker ar darfor centralt for att starka fortroendet
for atervunna material och mojliggéra en skalbar cirkular plastanvandning.

Projektet férvantas bidra till att:

e forbattra kunskapen om farliga &mnen i atervunnen plast,
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e mojliggora battre lagefterlevnad,

e minska osdkerhet i viardekedjan, samt

e identifiera atgardspunkter i atervinningsprocessen for att reducera
kemikaliebelastning.

3.4. Projektets angreppssiitt, syfte och hypoteser

Mot denna bakgrund syftar projektet till att systematiskt kartlagga kemikaliebelastningen
i materialstrommar fran hushallsforpackningar genom atervinningsprocesser samt att
identifiera kallor och potentiella risker kopplade till dessa kemikalier.

Projektet bygger pa en integrerad metodansats dar:

e bred kemisk karakterisering (target-, suspect- och non-target screening),
o effektbaserade analyser (bioassays),

kombineras for att ge en mer komplett bild av kemisk hazard och potentiell risk i
atervunnen plast (Escher et al., 2020; Brack et al,, 2016).

Det dr samtidigt viktigt att understryka att samtliga analyser baseras pa extrakt fran
plastmaterialet och att de effektbaserade analyserna darmed speglar den potentiella
biologiska aktivitet som kan uppsta under férhallanden dar kemikalier mobiliseras.
Resultaten reflekterar sdledes inte nodvandigtvis faktisk exponering vid normal
anvandning av plastprodukter, dar migreringsférhallanden, anviandningsménster och
exponeringsvagar ofta begransar biotillgdngligheten. Bioassays bor darfor i detta
sammanhang tolkas som kansliga screeningverktyg for att identifiera och jamféra kemisk
aktivitet i material, snarare dn som direkta matt pa risk vid slutanvandning.

En central hypotes i projektet ar att en betydande del av den observerade bioanalytiska
aktiviteten i atervunnen plast inte kan forklaras av kinda och analyserade &mnen, utan
drivs av okédnda eller otillrackligt karakteriserade kemikalier. Vidare antas att dessa
dmnen som driver toxiciteten kan identifieras genom kombinationen av effektbaserad
screening och hdgupplésande kemisk analys.

Genom att koppla samman kemiskt innehall med biologiska effekter, och genom att spara
mojliga kallor langs atervinningskedjan, syftar projektet till att generera anvandbar
kunskap for att battre forsta och pa sikt minska férekomsten av odnskade kemikalier i
cirkuldra plastsystem, med beaktande av bade materialens inneboende egenskaper och
relevanta exponeringsscenarier.
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4. Genomforande

Projektet har genomférts i nira samverkan mellan forskningscentrum MTM vid Orebro
universitet och industripartnern Svensk Plastatervinning. Arbetet foljde i huvudsak den
planerade strukturen med fokus pa provtagning (WP1) och kemisk och toxikologisk
karakterisering (WP2). Arbetspaket 3 (WP3), som avsag systematisk dataintegration och
webbbaserat tillgangliggorande, har endast paborjats och inte kunnat slutféras inom
projektets tidsram.

Projektet har genomforts i en tvarvetenskaplig samverkan mellan akademi och industri,
dar olika deltagare haft tydligt definierade roller. MTM vid Orebro universitet ansvarade
for projektledning, metodutveckling, laboratoriearbete och vetenskaplig analys. Den
effektbaserade analysen (bioassays) leddes av Maria Larsson och Magnus Engwall, medan
Maria Ekesbo ansvarade fér metodutveckling, provupparbetning och det praktiska
genomforandet av analyserna. Den kemiska analysen (target-, suspect- och non-target
screening) genomfordes av Fredric Sodergren Seilitz med handledning av Anna Karrman.
Industripartnern Svensk Plastatervinning, representerad av Rickard Jansson, ansvarade
for provtagning, materiallogistik och tillhandahallande av industriell kontext. Den
fordjupade delstudien inom ramen for ett masterarbete genomfdrdes av Solal Gaudin, med
fokus pa koppling mellan kemiskt innehall och biologisk effekt samt pa forandringar
genom atervinningsprocessen.

Arbetet har genomforts i tvd kompletterande delstudier. Huvudstudien omfattade en
systematisk och tidsuppldst provtagning av industriella plastfraktioner, framst high-
density polyethylene (HDPE), low-density polyethylene (LDPE) och agglomerat av 75%
polyolefiner (AggloP075) fran sorteringsanlaggningen Site Zero, med syfte att kvantifiera
variation i kemikalieinnehall och biologisk aktivitet 6ver tid, mellan material och mellan
extraktionsfraktioner. Parallellt genomfordes en fordjupad studie (masterarbete) med
fokus pa ett mindre antal prover av polyeten och polypropen i olika processteg under
industriell mekanisk atervinning (flingor och pellets), dér sarskild tonvikt lades pa att
koppla kemiskt innehall till biologisk effekt samt att utvardera hur nedstréomsbearbetning,
inklusive pelletisering, paverkar kemikalieprofil och toxikologisk aktivitet.

En central utgangspunkt for genomfdrandet var att besvara foljande 6vergripande
fragestallningar:

e Hur varierar kemikalieinnehall och toxikologisk aktivitet éver tid i plaststrommar
inom atervinningsprocesser?

e Hur skiljer sig olika materialfraktioner at avseende kemisk belastning och
biologisk effekt?
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e Hur paverkas kemikalieinnehall och toxikologisk aktivitet av
nedstromsbearbetning, sarskilt pelletisering?

e [vilken utstrackning domineras den biologiska aktiviteten av poldra respektive
opoldra &mnen?

e Vilka specifika toxikologiska verkningsmekanismer (AhR, ER, antiAR, PXR) ar mest

framtradande i olika material?
e Ivilken grad kan observerad biologisk effekt kopplas till identifierade kemikalier
(target/suspect/non-target screening)?

Dessa fragestallningar har varit styrande for bade provtagningsdesign och val av
analytiska metoder.

4.1. WP1. Provtagning av plastfraktioner
4.1.1. Provtagning

Provtagning genomfordes vid Svensk Plastatervinnings anldggning Site Zero, dar
plastforpackningar fran svenska hushall sorteras i olika materialfraktioner. De studerade
materialen omfattade ett brett spektrum av plasttyper, inklusive polyeten (LDPE, HDPE),
polypropen (PP), olika PET-fraktioner samt blandade plaststrémmar.

Plastforpackningsavfallet som Svensk Plastatervinning tar emot kommer bade fran
separat insamlade plastférpackningar (fran kallsortering) samt fran plast som
eftersorterats ur hushallsavfall. Utéver plastféorpackningar innehaller avfallet 4ven
felsorterat material, sdsom andra plastprodukter fran hushall, samt andra materialslag,
exempelvis textilier, papper och metall. Plastférpackningarna innehaller dven i viss grad
fukt och produktrester. Nettoandelen plastforpackningar i det totala avfallsflédet som
Svensk Plastatervinning behandlar uppgar till cirka 70 %.

Efter sortering skickas fraktionerna i balad form till industriella processer fér mekanisk
atervinning. Figur 2 visar exempel pa plastbalar producerade vid Site Zero. Vid mekanisk
atervinning mals plasten ned till flingor, som darefter tvattas i vattenbad. Olika
materialtyper separeras ytterligare innan plasten smalts om till nya plastprodukter eller
plastravara (pellets). I omsmaltningsprocessen kan flyktiga amnen reduceras genom
avgasning fran plastsmaéltan, samtidigt som fasta féroreningar filtreras bort.
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Figur 2. Sorterade plastfraktioner i balad form hos Site Zero, Svensk Plastatervinning. Balarna ar ca

1 kubikmeter och véager drygt 500 kg styck. Provtagningen fokuserade pa sorterade plastfraktioner;
inkommande osorterat material inkluderades inte i studien. Under cirka ett ar togs manadsvisa
stickprov fran balar vid Site Zero av de producerade mjukplastfraktionerna LDPE, PP-film och PO75
samt hardplastfraktionerna HDPE, PP och PO50. Stickproven togs fran enskilda balar, dar en
borrigg anvandes for att extrahera delprov ur balen. Borriggen mojliggor att delprovet
representerar material fran flera olika objekt i balen.

Den valda provtagningsstrategin baserades pa féljande éverviganden:

e Olika materialstrommar kan innehdlla varierande grad av kemikaliebelastning,
t.ex. beroende pa forpackningarnas design (plastfilmer innehaller hogre andel
tryckfarger och lamineringsadhesiv jaimfort med hardplast) samt vilka
anvandningsomraden forpackningsmaterialen har (HDPE anvénds t.ex. mer till
hushallskemikalier, medan PP ar vanligare i livsmedelsférpackningar).

e Sdsongsvariationer kan forekomma beroende pa varierande konsumtionsmonster
i samhallet 6ver aret. Detta kan medfora variationer i kemikaliebelastning i plasten
over aret.

e Varje plastfraktion innehaller en stor variation av olika produktférpackningar. En
bal innehaller normalt tusentals objekt. Objekten bestar huvudsakligen av en
plasttyp, men de enskilda objekten kan ha olika tillsatser i plasten och olika
produktrester som bidrar till en stor variation av kemiska dmnen. Darutéver
forekommer viss andel felsorterat material i varje fraktion.

Utover dessa borrprov fran producerade balar vid Site Zero analyserades dven industriellt
tvattade plastflingor och plastpellets producerade fran sorterat material, samt ett
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agglomerat baserat pa PO75. Dessa prover mojliggjorde jamforelser mellan ramaterial och
slutprodukt, samt en bedémning av hur atervinnings- och pelletiseringsprocessen
paverkar kemikalieinnehall och toxikologiska egenskaper.

Svensk Plastatervinning ansvarade for provtagning, provlogistik och dokumentation av
materialfloden, vilket moéjliggjorde koppling mellan analysresultat och specifika
processsteg. Nar proven anldnde till Orebro universitet frystes de for att stoppa biologiska
nedbrytningsprocesser i organiska produktrester infér provberedning.

4.1.2. Provberedning

For att efterlikna den industriella tvéatt som plastflingorna normalt genomgar sa tvattades
plastflingorna i laboratoriet med metoder som baserades pa APR (féreningen for
plastatervinningsforetag) som ar en standardpraxis for plasttvatt. Innan tvatt
homogeniserades alla prover genom omrdrning av materialet i respektive provpase.
Utrustning som kom i kontakt med proverna rengjordes noggrant med etanol, n-hexan och
diklormetan for att minimera risken fér kontaminering.

PP och HDPE

Cirka 20 g material vagdes in och klipptes i mindre bitar med sax. Materialet placerades
darefter i en glasbagare och blandades med 80 mL MilliQ-vatten (4:1, vatten:plast). Triton
X-100 tillsattes till en slutlig koncentration pa 0,3 % (w/w).

Tvétten utfordes pa skakbord vid rumstemperatur (cirka 20 °C) i 10 minuter. Efter
avslutad tvatt avldgsnades tvattvatskan, och plastmaterialet skoljdes darefter tre ganger
med 80 mL MQ-vatten per skoljning. Darefter lufttorkades proverna pa aluminiumfolie i
dragskap, varefter de forvarades i glasburkar i frys infér provupparbetningen.

LDPE

Cirka 20 g material vagdes in och klipptes i mindre bitar med sax. Materialet placerades
darefter i en glasbdgare och blandades med MilliQ-vatten i ett forhallande pa 24:1
(vatten:plastfilm), motsvarande cirka 480 mL vatten. Tvatten utfordes vid
rumstemperatur (cirka 20 °C) med omroérning pa magnetomrorare vid 850-1000 rpm i 10
minuter. P4 grund av sedimentering av materialet kompletterades omroérningen med
manuell omrérning. Efter avslutad tvatt avlagsnades tvattvatskan och provet skoljdes
darefter tva ganger med 480 mL MQ-vatten per skoljning under 5 minuter vid cirka 500
rpm, med manuell omroérning vid behov. Darefter lufttorkades proverna pa
aluminiumfolie i dragskap, varefter de forvarades i glasburkar i frys infor
provupparbetningen.
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AggloP075

Vid ankomst var materialet redan torrtvattat. Det homogeniserades genom omrdrning av
plasten i respektive provpase, varefter en delmangd togs ut for provupparbetning och
analys.

4.2. WP2. Kemisk och toxikologisk karakterisering

Detta arbetspaket utgjorde projektets huvudsakliga forskningsinsats och omfattade bade
omfattande metodutveckling och tillampning av integrerade analysstrategier.

4.2.1. Metodutveckling och provupparbetning

Ett omfattande metodutvecklingsarbete kravdes for att etablera en robust och
reproducerbar upparbetningsmetod for plastprover. Detta arbete genomfoérdes av Maria
Ekesbo och utgjorde en central del av projektets experimentella insats.

Plast ar en analytiskt komplex matris dar polymerstruktur, additivinnehall och
fororeningar paverkar bade extraktion och efterféljande analys. Metodutvecklingen
syftade till att etablera en upparbetningsstrategi som (i) extraherar ett brett spektrum av
organiska kemikalier, (ii) ar kompatibel med bade bioanalytiska tester och hogupplésande
masspektrometri, (iii) minimerar matrisinterferenser samt (iv) ger representativa extrakt
for toxikologisk analys.

En sarskilt utmanande del av metodutvecklingen var att uppna tillrackligt
homogeniserade prov. Eftersom endast sma miangder material anvinds vid extraktion
stalls hoga krav pa att delproven ar representativa for det heterogena plastmaterialet. De
analyserade plastfraktionerna bestod ofta av sega och flexibla material (t.ex. filmer), vilket
forsvarade mekanisk malning. Den slutliga metoden baserades darfor pa manuell
fragmentering, dar plasten klipptes ned i mycket sma bitar, f6ljt av noggrant uttag av
representativa delprov.

Eftersom syftet var att fanga upp sa brett spektrum av organiska kemikalier som mojligt
med olika polaritet, och eftersom olika extraktionsmetoder kan ge olika kemiska profiler
som paverkar bade kemisk analys och effektbaserade tester, testades tre
extraktionsmetoder:

1. Sekventiell extraktion, dar samma plastprov forst extraherades med en blandning
av n-hexan:aceton (3:1) och darefter med metanol.

2. Parallell extraktion, dar provet delades i tva delar: den ena extraherades med n-
hexan:aceton (3:1) och den andra med metanol.
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3. En metod dér plastprovet extraherades med en blandning av diklormetan:metanol
(1:1).

Extraktionerna utfordes i ett ultraljudsbad for att forbattra massoéverforingen mellan plast
och 16sningsmedel. [ de tva forsta metoderna erhdélls tva extrakt per prov, medan den
tredje gav ett extrakt per prov. N-hexan:aceton anviandes for att extrahera opolara till
svagt poldra dmnen, medan metanol anvindes for att extrahera mer polara féreningar.
Den tredje metoden forvantades ge ett extrakt som representerar bade opoldra och polédra
amnen. For att sdkerstilla jimférbarhet mellan kemisk och effektbaserad analys delades
varje provextrakt upp i en del for respektive analys, det vill sdga inga separata
extraktioner utférdes for kemisk och effektbaserad analys. Detta gjordes for att samtliga
analyser skulle baseras pa samma extrakt, eftersom forluster under provupparbetning
inte kan kompenseras med isotopmarkta standarder i effektbaserade analyser.

Extraktionsmetoderna utviarderades med kemisk analys samt tva effektbaserade analyser:
ER-CALUX och PAH-CALUX. Resultaten visade att den parallella extraktionsmetoden
moijliggjorde extraktion av ett bredare spektrum av kemikalier med olika fysikalisk-
kemiska egenskaper, vilket gav en mer fullstindig bild av plastens kemiska innehall. Detta
aterspeglades dven i de effektbaserade analyserna. Metod 2 valdes darfor for extraktion av
samtliga prover i projektet.

Extraktion

Varje plastprov vigdes in i tva glasvialer infor extraktion. Eftersom de olika plasttyperna
hade olika densitet varierade provméngderna mellan cirka 0,7 och 1,5 g beroende pa
plasttyp. Volymforhallandet mellan 16sningsmedel och prov under extraktionerna var
minst 5:1 (w/w), men 6kades vid behov for att sédkerstélla att proverna var helt tackta
med l6sningsmedel.

Opoldra dmnen

Opolara till svagt poldra dmnen extraherades fran plastproverna med en blandning av n-
hexan och aceton (3:1). Vialerna placerades i ett ultraljudsbad i 30 minuter, vilket hjalper
l6sningsmedlet att tranga in i plasten och frigora de kemiska dmnena. For att fa ut sa
mycket som mojligt upprepades extraktionen en gang till, och de tva extrakten slogs
darefter samman. Extraktet koncentrerades genom avdunstning av l6sningsmedlet under
kvévgas. For att avlagsna polédra och andra stérande dmnen som kan paverka analysen
renades extrakten pa sma kolonner (pasteurpipetter) packade med 4 cm silikagel (10 %
deaktiverad med vatten). Kolonnerna fortvattades med n-hexan, varefter analyterna
eluerades med 4 mL n-hexan:diklormetan (3:1) foljt av 4 mL diklormetan. Efter
uppreningen koncentrerades extrakten genom att 16sningsmedlet avdunstades med hjalp
av kvavgas. Darefter delades extrakten upp i tva delar, pa viktbasis, for kemisk analys
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respektive effektbaserad analys. Infor de effektbaserade analyserna byttes l6sningsmedlet
till dimetylsulfoxid (DMSO). Fér den kemiska analysen byttes l6sningsmedlet istéllet till
toluen, och isotopmarkta standarder tillsattes for att mojliggéra en mer noggrann analys
av amnena.

Poldra dmnen

Mer poliara dmnen extraherades fran plastproverna med metanol. Precis som vid
extraktionen av opoldra dmnen anvandes ultraljudsbad i 30 minuter. Extraktionen
upprepades en gang for att 6ka utbytet, och de tva extrakten slogs darefter samman.
Extraktet koncentrerades genom att l6sningsmedlet avdunstades med hjalp av kvavgas. |
detta fall genomfordes ingen upprening, eftersom metanol i mindre utstrackning
extraherar amnen fran plastmatrisen som kan stéra analysen och for att fokus 1ag pa att
bevara polira d&mnen infor den efterfoljande analysen. Extrakten delades upp i tva delar,
pa viktbasis, for kemisk analys respektive effektbaserad analys. Infér den kemiska
analysen tillsattes isotopmarkta standarder for att mojliggéra en mer noggrann analys av
amnena. For de effektbaserade analyserna byttes l6sningsmedlet till DMSO.

4.2.2. Effektbaserad analys (EBA)

I praktiken kan bioassays beskrivas som biologiska “sensorer” som reagerar pa kemisk
paverkan. Istillet for att mata enskilda amnen undersoéks hur ett prov paverkar specifika
biologiska system i levande celler, vilket gor det mojligt att finga den samlade effekten av
komplexa kemiska blandningar.

Samtliga provextrakt analyserades med effektbaserade analyser (EBA), som ar
cellbaserade bioassays riktade mot relevanta toxikologiska verkningsmekanismer. Dessa
bioassays gor det mojligt att detektera bade kidnda och okdnda biologiskt aktiva &mnen,
samt att fanga upp effekter fran blandningar av flera kemikalier. Metoden bygger pa
genetiskt modifierade celler som ar konstruerade for att ge ifran sig en métbar ljussignal
ndr de aktiveras av specifika kemikalier, exempelvis genom bindning till receptorer
kopplade till biologiska effekter.

Vid analysen exponeras cellerna for olika koncentrationer av provextraktet i
cellodlingsmedium i 96-brunnsplattor. Om provextraktet innehaller amnen som aktiverar
receptorn okar ljussignalen, vilken ar proportionell mot graden av receptoraktivering och
darmed den samlade biologiska aktiviteten (potensen) i provet. Signalen mats sedan med
en luminometer. Parallellt analyseras en referenssubstans pa varje platta, som anvands for
att jamfora och kvantifiera effekten. Genom att jaimfora ljussvaret fran proverna med
referenssubstansen kan resultaten uttryckas som bioanalytiska ekvivalenter (BEQ-bio),
vilket mojliggor kvantifiering av den samlade biologiska aktiviteten i proverna (se Figur
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1). I detta projekt anvindes fyra effektbaserade analyser som var inriktade pa olika
verkningsmekanismer:

PAH-CALUX (AhR-aktivitet) anvander H4IIE-luc-celler (rattleverceller) for att mata
aktivering av arylkolvatereceptorn (AhR), en signalvig som ofta paverkas av polycykliska
aromatiska kolvédten (PAH) och liknande &mnen. Dessa dmnen forekommer naturligt i
petroleumprodukter, bildas vid ofullstandig férbranning av organiskt material och kan
forekomma i vissa industrikemikalier. Testet fungerar som en indikator pa forekomst av
PAH-liknande dmnen i materialet. Cellerna exponerades i 96-brunnsplattor under fyra
timmar i cellodlingsmedium for tre koncentrationer av varje plastextrakt (tre prover per
platta) for att beddma den samlade AhR-aktiviteten. Pa varje platta analyserades dven en
koncentrationsserie av referensamnet benso[a]pyren och en DMSO-kontroll. All
exponering utfordes i triplikat.

ER-CALUX (6strogen aktivitet) som anvidnder U20S-celler miter &mnens formaga att
aktivera ostrogenreceptorn (ER). Denna bioassay anvands for att identifiera innehall av
amnen med hormonliknande effekter, vilket ar relevant for att upptacka potentiellt
hormonstoérande kemikalier. Cellerna exponerades i 96-brunnsplattor under 24 timmar i
cellodlingsmedium for tre till fyra koncentrationer av varje plastextrakt (tre prover per
platta) for att beddma den samlade ER-aktiviteten. Pa varje platta analyserades dven en
koncentrationsserie av 17B-estradiol som referensamne samt en DMSO-kontroll. All
exponering utfordes i triplikat.

Anti-AR-CALUX (anti-androgen aktivitet) baseras ocksa pa U20S-celler och méater &mnens
formaga att blockera androgenreceptorn, som ar central for manliga knshormoners
funktion. Testet kan anvandas for att identifiera &mnen som kan stéra hormonbalansen
genom att motverka kroppens egna signaler. I Anti-AR-CALUX exponerades cellerna i 96-
brunnsplattor under 24 timmar i cellodlingsmedium f6r tre koncentrationer av varje
plastextrakt (tre prover per platta) for att bedéma den samlade anti-androgena
aktiviteten. Pa varje platta inkluderades flutamid som referensdmne samt en DMSO-
kontroll och bade plastextrakt och referenssubstans analyserades i narvaro av
dihydrotestosteron (DHT). All exponering utfoérdes i triplikat.

PXR-CALUX (xenobiotisk respons) mater aktivering av pregnan X-receptorn (PXR), som ar
en del av kroppens avgiftningssystem. Denna receptor reagerar pa manga olika
frammande dmnen (xenobiotika), och testet fungerar darfor som en bred indikator pa
kemikalieexponering. I PXR-CALUX exponerades celler i 96-brunnsplattor i
cellodlingsmedium for fem koncentrationer av varje plastextrakt (tva prover per platta).
All exponering utfordes i triplikat. Pa varje platta inkluderades dven en
koncentrationsserie med referensdmnet nicardipin samt en DMSO-kontroll.
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Tillsammans ger dessa bioassays en bred bild av den biologiska aktiviteten i proverna och
mojliggor identifiering av relevanta effekter dven nar de bakomliggande kemikalierna inte
ar kdnda. Detta ar sarskilt vardefullt vid analys av komplexa blandningar, dar flera &mnen
kan bidra till den totala effekten. Det dr samtidigt viktigt att understryka att
bioassayresultaten baseras pa extrakt fran plastmaterialet och darmed speglar den
potentiella biologiska aktivitet som kan uppsta om kemikalier mobiliseras. Resultaten
representerar sdledes inte faktisk exponering vid normal anvandning av plastprodukter,
dar migrering och biotillganglighet ofta dr begrédnsande. Dessa bioassays anvidnds darfor
framst som screeningverktyg for att jamfora material och identifiera variationer i kemisk
aktivitet, och kan fungera som en tidig indikator pa férandringar i kemisk
sammansattning, exempelvis vid tillkomst av nya eller oviantade &mnen.

4.2.3.Kemisk analys (suspect och non-target)

Den kemiska analysen utfordes med hogupplosande masspektrometri kombinerat med
vatskekromatografi och gaskromatografi (LC-HRMS och GC-HRMS) med sa kallad suspekt-
och icke-malinriktad screening (suspect och non-target). Dessa metoder kan identifiera ett
betydligt storre antal kemikalier dn traditionell malinriktad analys, utan att vara beroende
av individuella referensstandarder. Det gor dem sarskilt kraftfulla vid unders6kning av
okénd eller komplex fororening. Samtidigt ar resultaten starkt beroende av
provberedning, val av joniseringsmetod, instrumentinstallningar och tillgdngliga
databaser, samt kraver omfattande expertbeddmning vid tolkning.

Ur ett kemiskt perspektiv verkar dessa tekniker inom tva olika analytiska kemiska
domaner, dar fokus ligger pa att separera, detektera och identifiera kemiska &mnen i
komplexa matriser. LC-HRMS ar sarskilt limpad for polara (vattenldsliga), termiskt
instabila och hogmolekylara kemikalier, medan GC-MS framst anvands fér opolara
(fettlosliga), flyktiga och termiskt stabila foreningar. Kombinationen av dessa tekniker ger
darmed en bred tackning olika kemikaliegrupper och forbattrar moéjligheten att kartlagga
bade kidnda och tidigare okdnda amnen.

Dataanalysen inkluderade forbehandling av masspektrometrisk data sisom
toppdetektion, intensitetsfiltrering, dekonvolution, matchning av toppar mellan prover
samt blankfiltrering. Tentativ identifiering av kemikalier dr baserad pa exakta massor,
isotopmonster och fragmenteringsdata med hjalp av in-silico fragmenteringsverktyg samt
referensbibliotek.

Denna analys mdjliggjorde tentativ identifiering av kdnda eller ovantade kemikalier i
plastproverna. De tentativt identifierade kemikalierna klassificerades enligt vedertagna
system som effektivt formedlar konfidensnivan (confidence level, CL), d.v.s. hur tillforlitlig
en identifiering ar. Konfidensniva 1 (CL1) innefattar identifierade kemikalier, niva 2 (CL2)
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troliga kandidater eller nara isomerer och niva 3 (CL3) mojliga (tentativa) kandidater
(Schymanski et al.,, 2014, Koelmel et al., 2022).

Kemisk screening av opoldara amnen utférdes med en GC-HRMS utrustad med en
elektronjoniseringskalla. Identifieringen av amnen baserades pa flera referensbibliotek,
tva bibliotek med nominell massa, NIST23 och Wiley23 som sammanlagt innehaller ca
900.000 referensspektran, samt tre bibliotek med exakt massa, varav ett tidigare
publicerat (Price et al., 2021), ett in-house-bibliotek och ett frdn Thermo Fisher.

Kemisk screening av poldra dmnen utférdes med en LC-HRMS utrustad med en
elektrosprayjoniseringskilla i bade positivt och negativt joniseringsldge. En suspect-lista
sammanstalldes baserad pa publicerad litteratur och innefattade kemikalier som tidigare
detekterats i plast samt dven kemikalier som uppstréms associerats med plast och
plastproduktion. Denna lista annoterades med strukturell information (SMILES) och
anvandes for simulering (in-silico) av masspektrometriskt fingeravtryck
(fragmenteringsmonster) som UNIFI 1.9.4 och SIRIUS. Denna in-silico
fragmenteringsanalys utgjorde basen for tentativ identifiering (CL3) av amnen inom den
kemiska screeningen av poldra dmnen.

4.2.4.Integrerad tolkning

Resultaten fran effektbaserad och kemisk analys integrerades for att ge en samlad bild av
kemikalieinnehall och toxikologisk potential.

Jamforelser mellan uppmatt biologisk effekt (BEQ-bio) och kemiskt baserade
uppskattningar anvandes for att bedéma i vilken utstrackning observerad toxicitet kunde
forklaras av identifierade dmnen.

4.3. WP3. Dataintegration och tillgéngliggérande

Arbetspaket 3, som avsag utveckling av en strukturerad databas och webbplattform, har
inte kunnat genomféras inom projektets tidsram.

Viss strukturering av data har dock paborjats.
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5. Resultat och diskussion

5.1. Resultat - tidsstudien
5.1.1. Effektbaserad analys

Totalt analyserades 174 prover fordelade pa tre plasttyper (HDPE, LDPE och AggloP075),
tre bioassays (PAH-CALUX, ER-CALUX och antiAR-CALUX) och tva extraktionsmetoder (n-
hexan:aceton, Hex:Ac; och metanol, MeOH, for opolara respektive poldra &mnen).
Provtagningen stracker sig fran september 2023 till februari 2025. Av de 174 analyserade
proverna lag 17 under detektionsgransen (<LOQ), samtliga i ER-CALUX-assayen. Nedan
redovisas resultaten per bioassay.

5.1.1.1. PAH-CALUX - aktivitet kopplad till polycykliska aromatiska kolviten

PAH-CALUX mater aktivitet kopplad till arylkolvatereceptorn (AhR), en effekt som framfor
allt associeras med polycykliska aromatiska kolvaten (PAH) och liknande strukturer.
Resultaten uttrycks som AhR-aktivitet i benzo[a]pyren-ekvivalenter (BEQ) i ng per gram

plast (ng BEQ/g).

AhR-aktivitet detekterades i samtliga 67 prover vilket motsvarar 100 %
detektionsfrekvens oavsett plasttyp eller extraktionsmetod. Detta visar att AhR-aktivitet
ar ett genomgaende inslag i samtliga analyserade materialstrommar. Aktivitetsnivaerna
varierade dock markant mellan plasttyper och de tva extraktionsmetoderna (Figur 3).

HDPE uppvisade generellt de ldgsta AhR-aktiviteterna av de tre materialtyperna med
undantag for ett extremviarde pa 73 042 ng BEQ/g i ett opolart extrakt (HDPE101), vilket
sannolikt beror pa kontaminering av plasten och darfor kan betraktas som en avvikande
observation (outlier). Bortsett fran detta sa varierade aktiviteterna i de opolédra (Hex:Ac)-
extrakten mellan 89,9 och 2 042 ng BEQ/g med en median pa 225 ng BEQ/g. Det forsta
provet i tidsserien uppvisade det hogsta vardet (2 042 ng BEQ/g) inom detta intervall och
avvek tydligt fran 6vriga matningar, vilka 1dg mellan 89,9 och 519 ng BEQ/g. I MeOH-
extrakten var aktiviteterna generellt lagre, med ett spann pa 45,8-1 273 ng BEQ/g och en
median pa 95 ng BEQ/g. Aven hir utgjorde det férsta provet ett tydligt extremvirde (1
273 ng BEQ/g), cirka 14 ganger hogre dn medianen for 6vriga prover. Ursprunget till
dessa forhojda initialvarden ar oklart men kan spegla variationer i materialflodet, en
specifik batch eller inkérningsfas i provtagningen.

LDPE uppvisade bland de hogsta AhR-aktiviteterna och den storsta variationen. I Hex:Ac-
extrakten varierade vardena mellan 306 och 10 526 ng BEQ/g med en median pa 1 273 ng
BEQ/g. Det hogsta vardet (10 526 ng BEQ/g, juni 2024) avvek tydligt fran 6vriga
matningar och utgjorde ett extremvarde. | MeOH-extrakten var medianen lagre (665 ng
BEQ/g) men variationen fortsatt stor: 79.3-6 646 ng BEQ/g. Aven hir aterfanns
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toppvardet (6 646 ng BEQ/g) vid samma provtagningstillfille i juni 2024, vilket talar for
att avvikelsen dr kopplad till materialet, till exempel en avvikande batch, och inte pa nagot

som uppstatt under analysen.

AggloP0O75 uppvisade AhR-aktiviteter i Hex:Ac-extrakten i niva med eller nagot lagre dn
LDPE, med ett spann pa 341-4 674 ng BEQ/g och en median pa 1 859 ng BEQ/g.
Variationen var mer mattlig dn for LDPE och de flesta viardena lag i intervallet 1 359-2
038 ng BEQ/g, med undantag for ett toppvarde pa 4 674 ng BEQ/g (maj 2024) och ett
lagre viarde pa 382 ng BEQ/g (november 2024). I MeOH-extrakten var aktiviteterna
markant lagre dn i Hex:Ac-extrakten, med ett spann pa 433-1 673 ng BEQ/g och en
median pa 593 ng BEQ/g. Detta visar en tydlig skillnad mellan fraktionerna, dar MeOH-
extraktet representerar mer poldra foreningar, medan Hex:Ac-extraktet i storre
utstrackning fangar upp opolara till svagt poldra &mnen. Fér LDPE var detta monster

mindre tydligt uttalat.
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Figur 3. AhR-aktivitet (PAH-CALUX) i extrakt fran atervunnen plast, uttryckt som benzo[a]pyren-
ekvivalenter (ng BEQ/g). Varje punkt representerar ett enskilt prov; horisontella linjer visar
medianvarde och staplarna visar interkvartilavstandet (IQR), vilket motsvarar spridningen av de
mittersta 50 % av vardena. Fargerna anger plasttyp (HDPE, LDPE och AggloP075). Figuren visar en
genomgaende forekomst av AhR-aktivitet i samtliga material, med tydligt hégre nivaer och storre
spridning i LDPE och AggloP075 jamfért med HDPE, vilket indikerar variation i forekomst av PAH-

liknande @mnen mellan plaststrommarna.
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Sammantaget framstar n-hexan:aceton som ett mer effektivt extraktionsmedel for AhR-
aktiva amnen i samtliga tre plasttyper, vilket ar forvintat dd manga AhR-agonister ar
relativt opolara. Kvoten mellan medianvardena for Hex:Ac- och MeOH-extrakten var storst
for AggloP0O75 (faktor ~3) och lagst for LDPE (faktor ~1,7), vilket tyder pa att AhR-aktiva
amnen i LDPE i storre utstrackning dven aterfinns i det mer polara extraktet.

5.1.1.2. ER-CALUX - 6strogen aktivitet

ER-CALUX mater formagan hos kemikalier i provet att aktivera dstrogenreceptorn, en
effekt kopplad till hormonstoérande potential. Resultaten uttrycks som 17(-6stradiol-
ekvivalenter (EEQ) i pikogram per gram plast (pg/g).

Detektionsfrekvensen varierade kraftigt beroende pa bade plasttyp och extraktionsmetod,
och detta ar den assay dar valet av extraktionsmetod hade storst betydelse. I Hex:Ac-
extrakten var detektionsfrekvensen 1ag; samtliga analyserade LDPE- och AggloPO75-
prover lag under detektionsgransen, medan aktivitet detekterades i tre av de analyserade
HDPE-proverna. | MeOH-extrakten var monstret det motsatta, med 100 %
detektionsfrekvens for samtliga tre plasttyper.

Den &strogena aktiviteten dterfanns huvudsakligen i MeOH-extrakten, vilket tyder pa att
de ER-aktiva dmnena i stor utstrackning aterfinns i det mer polara extraktet. Detta innebar
att en studie som enbart hade anvant extraktion med n-hexan:aceton, foljt av silika-
upprening, sannolikt hade underskattat 6strogen aktivitet i LDPE och AggloPO75.

MeOH-extrakten for HDPE uppvisade varden i spannet 159-1 159 pg/g med en median pa
248 pg/g. Variationen var pataglig, dar toppvardet (1 159 pg/g, oktober 2023) 14g ndstan
fem ganger hogre an medianen, vilket tyder pa att enstaka batcher kan ha en avsevart
hogre ostrogen belastning kopplad till polara &mnen. Nar det géller LDPE sa uppvisade
MeOH-extrakten virden i spannet 207-580 pg/g med en median pd 392 pg/g och en
relativt jamn fordelning 6ver tid. Variationen ar mattlig jaimfort med 6vriga plasttyper i
denna assay.

De i sdrklass hogsta 6strogena aktivitetsnivaerna uppmattes i MeOH-extrakten for
AggloP075. Vardena varierade mellan 660 och 6 000 pg/g med en median pa 2 600 pg/g,
vilket motsvarar mer dn sex ganger medianen for LDPE och tio ganger medianen for
HDPE. Variationen ar stor och oregelbunden: virden som 6 000 pg/g (januari 2024), 5
200 pg/g (november 2024) och 4 200 pg/g (maj 2024) varvas med lagre varden som 660
pg/g (augusti 2024) och 880 pg/g (oktober 2024). Nagot systematiskt tidsmonster kan
inte urskiljas. AggloPO75 framstar som den fraktion med hdgst dstrogen aktivitet, och
detta ar ett genomgaende fynd som haller 6ver hela mitperioden snarare an drivet av
enstaka extremvarden.
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I den fordjupade studien av pellets uppvisade tva av 13 analyserade prover (MeOH-
extrakt) kvantifierbar 6strogen aktivitet: prov 86 (LDPE-flingor) och prov 95 (LDPE-
flingor). For prov 86 uppmattes ett varde pa 210 pg/g. For prov 95 uppmattes varden i
intervallet 175,1-316,8 pg/g (tre replikat). For motsvarande pelletsmaterial (prov 87 och
96) 1ag samtliga mitningar under kvantifieringsgransen. Ovriga analyserade prover
(HDPE och PP, bade flingor och pellets) uppvisade genomgaende viarden under

kvantifieringsgrans.
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Figur 4. Ostrogen aktivitet (ER-CALUX) i extrakt frn &tervunnen plast, uttryckt som 178-6stradiol-
ekvivalenter (pg/g). Varje punkt representerar ett enskilt prov; horisontella linjer visar
medianvarde och staplarna visar interkvartilavstandet (IQR), vilket motsvarar spridningen av de
mittersta 50 % av viardena. Fargerna anger plasttyp (HDPE, LDPE och AggloP075) samt
extraktionsfraktion (opolar och polar). Figuren visar att den 6strogena aktiviteten huvudsakligen
aterfinns i den polara (MeOH) fraktionen, medan aktiviteten i den opoldra (Hex:Ac) fraktionen ar
lag eller under detektionsgransen. AggloPO75 uppvisar generellt de hogsta aktivitetsnivaerna, foljt
av LDPE och HDPE, vilket indikerar att 6strogenaktiva &mnen framst dr kopplade till mer poladra
komponenter i materialet.

5.1.1.3. AntiAR-CALUX - antiandrogen aktivitet

AntiAR-CALUX mater formagan hos kemikalier i provet att blockera androgenreceptorn,
vilket kan stéra kroppens hantering av manliga kdnshormoner. Resultaten uttrycks som
flutamid-ekvivalenter (FEQ) i mikrogram per gram plast (ug/g). Aktivitet detekterades i
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samtliga 61 prover, vilket motsvarade 100% detektionsfrekvens for samtliga plasttyper
och bada extraktionsmetoderna. Till skillnad fran ER-CALUX 4r den uppmatta
antiandrogena aktiviteten jamnt fordelad mellan Hex:Ac- och MeOH-extrakten, vilket
tyder pa att antiandrogena dmnen i dessa material upptrader i ett bredare
polaritetsspann.

HDPE uppvisade de lagsta antiandrogena nivaerna. I Hex:Ac-extrakten varierar virdena
mellan 4,1 och 76,4 ug/g med en median pa 18,7 ug/g. Toppvardet 76,4 ng/g (oktober

2024) ar markant hogre dn 6vriga matningar. | MeOH-extrakten ar niviaerna lagre, med ett

spann pa 2,7-31,3 pg/g och en median pa 7,3 pg/g.

LDPE uppvisade de hogsta antiandrogena nivaerna och den storsta variationen. I Hex:Ac-
extrakten varierade viardena mellan 20,1 och 162,9 pg/g med en median pa 56,0 pug/g.
Toppvardet 162,9 pg/g (oktober 2024) ar mer dn dubbelt medianen. Fér MeOH-extrakten
ar medianen liknande (80,2 pg/g) men skillnaden mellan det lagsta och hégsta uppmatta
vardet ar stor: det hogsta vardet (210 pg/g, september 2023) ar ndstan tolv ganger det
lagsta (17,7 pg/g). Den antiandrogena aktiviteten ar den effekttyp dar LDPE tydligast
skiljer sig fran 6vriga material.

AggloP075 uppvisade antiandrogen aktivitet pa en niva som ligger mellan HDPE och
LDPE. I Hex:Ac-extrakten varierade viardena mellan 3,2 och 56,8 ug/g med en median pa
27,2 ug/g. 1 MeOH-extrakten var variationen mindre och nivderna nagot stabilare: 17,2-
49,6 ug/g med en median pa 29,2 ug/g. Kvoten mellan Hex:Ac- och MeOH-medianer ar
nira 1, vilket innebdar att antiandrogena amnen i AggloPO75 extraherades lika effektivt
med bdda extraktionsmetoderna.
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Figur 5. Antiandrogen aktivitet (antiAR-CALUX) i extrakt fran atervunnen plast, uttryckt som
flutamid-ekvivalenter (pg/g). Varje punkt representerar ett enskilt prov; horisontella linjer visar
medianvarde och staplarna visar interkvartilavstandet (IQR), vilket motsvarar spridningen av de
mittersta 50 % av viardena. Fargerna anger plasttyp (HDPE, LDPE och AggloP0O75) samt
extraktionsfraktion (opolar och polar). Figuren visar att antiandrogen aktivitet forekommer i
samtliga material och i bada extraktionsfraktionerna, vilket indikerar att de verksamma dmnena
aterfinns over ett brett polaritetsspann. LDPE uppvisar generellt hogst aktivitetsnivaer och storst
variation, medan HDPE uppvisar lagre nivder och AggloPO75 ligger intermediart.

5.1.1.4. Tidstrender

For att undersdka om den biologiska aktiviteten fordndras systematiskt over tid testades
Spearmans rangkorrelation for samtliga kombinationer av plasttyp, bioassay och
extraktionsmetod med tillrackligt antal detekterade prover (n = 5). Av 15 testade
kombinationer uppvisar 14 ingen statistiskt signifikant trend (p > 0,05).

Ett undantag noteras: antiandrogen aktivitet i LDPE extraherat med MeOH uppvisade en
statistiskt signifikant nedatgaende trend 6ver métperioden (r = -0,78, p = 0,008, n = 10).
Vardena sjonk fran 210 pg/g vid studiens start till nivder kring 70-80 pg/g mot slutet av
matperioden. Trenden bor dock tolkas med forsiktighet da det initiala vardet (210 pg/g,
september 2023) avviker fran resterande matningar och ligger ca 2,7 ganger éver
medianen for de resterande proverna, och exkluderas detta varde blir den observerade
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trenden svagare. Det kan inte uteslutas att detta tidiga prov representerar en avvikande
batch snarare dn en startpunkt for en bestdende forandring i materialflodet.

Ytterligare tre kombinationer uppvisar negativa korrelationer med borderline-signifikans
(p=0,10-0,12): PAH-aktivitet i LDPE (MeOH, r = -0,48) och PAH-aktivitet i AggloPO75
(Hex:Ac, r =-0,51). I bada fallen stérs monstret av enstaka extremvarden som gor
tolkningen osaker.

Sammantaget visar tidstrendsanalysen att variationen i huvudsak ar batchvis och
oregelbunden, snarare dn uttryck for systematiska forandringar éver tid.

5.1.1.5. Sammanfattande monster

Tabell 1. Medianvarden per plasttyp, assay och extraktionsmetod for detekterade prover i

tidsstudien.
Assay Enhet | Extraktion = HDPE  LDPE  AggloPO75
(BEQ)

PAH-CALUX ng/g Hex:Ac 225 1273 1859
PAH-CALUX ng/g MeOH 95 966 593
ER-CALUX pg/g Hex:Ac 75 <L0OQ <L0OQ
ER-CALUX pg/g MeOH 248 392 2600
antiAR-CALUX ug/g Hex:Ac 19 56 27
antiAR-CALUX ug/g MeOH 7 80 29

Tre dvergripande monster framtrader. LDPE ar konsekvent den fraktion med hogst PAH-
och antiandrogen aktivitet, med de hogsta toppvardena och den storsta variationen.
AggloP0O75 ar den fraktion med 6verlagset hogst dstrogen aktivitet, med medianvérden i
MeOH-extrakt som ar sex till tio ganger hogre dn 6vriga plasttyper. Extraktionsmetoden
har avgorande betydelse for vilka aktiviteter som detekteras: PAH-aktiva amnen aterfinns
primart i Hex:Ac-extrakt, 6strogena dmnen nastan uteslutande i MeOH-extrakt, medan
antiandrogena dmnen forekommer i bada fraktionerna.

5.1.2. Kemisk analys
5.1.2.1. Jamforelse av plasttyper - opoldara amnen

Screening av opoldra amnen med GC-HRMS identifierade ~300 kemikalier (CL2-3) i de tre
inkluderade fraktionerna LDPE, HDPE och PO75. Bland dessa aterfanns exempelvis flera
amnen fran grupperna ftalater, benzotriazoler, siloxaner och polyaromatiska kolvaten
(PAH). Ett syfte med den kemiska analysen var undersoka forekomst och fordelning av
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kemikalier inom och mellan fraktionerna men ocksa att jamfora om det potentiellt finns
skillnader mellan dtervunnen och jungfrulig (sa kallad virgin) plast av samma typ. I Figur
6 visas en principalkomponentsanalys (PCA) av de ~300 identifierade kemikalierna. Den
statistiska analysen visar var ett prov ligger i ett nytt koordinatsystem och diarmed hur det
relaterar till andra prover baserat pa de viktigaste variationsmonstren i de identifierade
kemikalierna. Dar visas att virgin HDPE ar tydligt separerat fran dtervunnet HDPE. Samma
géller virgin LDPE, men dér &r skillnaden mindre och spridningen mellan de atervunna
plastproverna ar storre. Resultatet tyder pa en skillnad i de identifierade kemikalierna
mellan nyproducerat material och dtervunnet material men bor tolkas med forsiktighet da
spridningen inom virginmaterial av HDPE och LDPE saknas da endast ett prov av varje
sort var tillgangligt. Analysen visar dven en tydlig separation mellan de studerade
plasttyperna vilket tyder pa att kemikalieinnehallet i de olika plasttyperna skiljer sig at.
PO75 visar den minsta spridningen inom gruppen medan HDPE och LDPE daremot visar
pa storre variation vilket tyder pa att kemikalieinnehallet i PO75 &r mer homogent medan
for HDPE och LDPE ar det mer heterogent. Noterbart ar att PO75-materialet som ingick i
studien har genomgatt ytterligare processteg efter sortering, jamfort med HDPE och LDPE
fraktionerna. Dessa processteg bestaende av kvarning, torrtvitt, blandning och
agglomerering kan ha bidragit till homogenisering av materialet. Det bor dven noteras att
en homogen kemikalieprofil inte ar likstillt med fa detekterade kemikalier utan snarare
att kemikalierna som detekterades gjorde det med hog prevalens inom plasttypen.

PO75 uppvisade en kemisk profil som i storre grad ar praglad av kemikalier som
forknippas med plastadditiv jamfort med HDPE och LDPE. Det tyder pa att denna fraktion
i hogre grad paverkats av medfoljande additivkemikalier fran ett blandat
atervinningsflode snarare dn enbart av polymermaterialet i sig. En &mnesgrupp som var
sarskilt tydlig var ftalater, vilka framst detekterades i PO75, vilket framgar i Figur 7. Ett
fatal ftalater detekterades aven i LDPE och HDPE, men dar var signalerna generellt lagre
jamfort med PO75 och forekomsten inom respektive plasttyp mer heterogen. Totalt
detekterades ungefar 15 olika ftalater och manga av dessa aterfanns genomgaende i PO75
i jamforelsevis hoga nivaer, men endast sporadiskt i LDPE och HDPE och dé i lagre nivaer.
Forekomsten av ftalater i PO75 kan sannolikt férklaras av kontaminering och medféljande
fororeningar fran avfallsflodet snarare an avsiktlig anvandning i PO-materialet. Potentiella
kallor inkluderar felsorterad polyvinylklorid (PVC), dar en stor andel av producerade
ftalater anvands, andra ftalatinnehallande material, samt etiketter, lim, titningsmedel och
blandade flerskiktsforpackningar som stannar pa materialet under sortering. Oavsett
kallan till ftalater i PO75 visar resultaten att det dr hogst relevant att utvirdera om denna
amnesgrupp riskerar att kontaminera det atervunna PO75-materialet, eller om avgasning
under pelletering effektivt avlagsnar dessa &mnen. Att PO75-fraktionen dven var
associerad med andra typer av additiv, sdsom adipatestrar och organofosfater starker
ytterligare bilden av ett blandat och kemikalierikt materialfléde. For HDPE och LDPE
visade resultaten diremot en mer heterogen férekomst av ftalater och andra additiv,
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vilket tyder pa att dessa dmnen inte frekvent forekommer i dessa materialfloden utan
snarare ar kopplade till specifika plastartiklar, tillsatser eller kontaminationskallor.

PCA score plot
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Figur 6. Principalkomponentsanalys (PCA) av ~300 kemikalier identifierade med gaskromatografi
kopplad till hégupplésande masspektrometri. Svart farg ar HDPE, r6d LDPE, gron PO75, lila virgin
LDPE och bla virgin HDPE.

De dmnen som i hogre grad var associerade med HDPE kan inte direkt kopplas till
gruppen plastadditiv, utan snarare av amnen som troligen ar rester fran tidigare
anviandning av materialet. Flera av de identifierade féreningarna ar vilkanda doftdamnen
eller parfymkomponenter som anvands i konsumentprodukter. Detta ligger i linje med
tidigare studier, dar doftdmnen fran kosmetika samt tvétt- och rengéringsprodukter
identifierades som viktiga fororeningar i atervunnen HDPE (Strangl et al., 2018), samtidigt
som konventionell dtervinning endast i begriansad utstrackning tycks reducera dessa
amnen (Strangl et al.,, 2018). Sammantaget talar detta for att den kemiska profil som
observerades for HDPE i hog grad speglar tidigare innehall i forpackningarna eller
kontaminering, sarskilt fran hushalls-, rengorings- och personvardsprodukter, vilket ar
relevant att beakta vid bedomning av kemiskt innehall i atervunnet material.

De dmnen som i hogre grad var associerade med LDPE utgjordes huvudsakligen av
langkedjade fettsyror och fettsyraestrar. Dessa &mnen kan vara bade polymerrelaterade
additiv och processhjalpmedel men dven rester fran tidigare anvandning, sarskilt material
som anvants i flexibla férpackningar for feta eller oljiga produkter. Resultaten tyder
darmed pa att den kemiska profil som observerades for LDPE sannolikt speglar en
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kombination av materialets additivkemi och medfoljande rester fran tidigare anvandning,
till skillnad fran HDPE dar de associerade dmnena troligen framst speglar tidigare
anvandning.
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Figur 7. Oversikt av fordelning av utvalda identifierade ftalater i de tre plasttyperna. Den hégra y-
axeln avser bis(2-ethylhexyl) phthalate (bla stapel) medan dvriga &mnen tillhér den vanstra.
Resultaten visar pa hur fordelningen kan se ut for kemikalier associerade med en viss plasttyp.

De dmnen som aterkommande identifierades i samtliga tre plasttyper speglar troligen en
gemensam kemisk bakgrund i atervinningsflodet. Detta ar férenligt med att atervunnet
plastmaterial ofta innehaller en blandning av avsiktligt tillsatta additiv,
nedbrytningsprodukter och andra icke avsiktligt tillsatta &mnen samt rester fran tidigare
anvandning. Ungefar 60 amnen aterfanns i hog detektionsfrekvens i alla tre plasttyper,
daribland mjukgorare vilket talar for en generell bakgrund av plastrelaterade kemikalier
snarare an koppling till en enskild plasttyp. Listan inneholl aven tydliga spar av
antioxidantdmnen samt dven ett amne som ar en kdnd nedbrytningsprodukt fran denna
typ av stabilisatorer. Darutéver forekom flera dmnen som ligger nira personvards- och
konsumentproduktrelaterad kemi exempelvis UV-filter. Dessutom férekom ofta manga
langkedjade estrar, alkoholer och kolviaten. Sammantaget tyder resultaten pa att de ofta
aterkommande kemikalierna i de tre plasttyperna speglar ett blandat bidrag fran additiv,
tidigare anvandning och blandade avfallsstrommar.

Sammantaget visar den polymerspecifika jamforelsen tydliga skillnader i kemiskt
“fingeravtryck” mellan materialen. HDPE framstar fraimst som kopplat till rester fran
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tidigare anvandning av konsumentprodukter, vilket tyder pa att dess kemiska innehall i
stor utstrackning speglar tidigare livscykler. LDPE uppvisar daremot en mer lipidlik
kemisk profil, vilket ar forenligt med anvandning i exempelvis livsmedelsforpackningar
och relaterade additiv. PO75 skiljer ut sig genom en tydlig dominans av mjukgérare och
andra tillsatta &mnen.

En annan viktig skillnad dr hur homogena dessa kemiska profiler ar. PO75 visar en relativt
enhetlig sammansattning, dir manga dmnen aterfinns med hog frekvens inom materialet.
Detta dterspeglas sannolikt dven i den uppmatta AhR-aktiviteten, dir variationen ar
mindre (se avsnitt 5.1.1.1.). LDPE uppvisar i kontrast en mer varierad kemisk
sammansattning, vilket ocksa aterspeglas i en storre spridning i AhR-aktiviteten.

5.1.2.2. Prioritering av potentiellt AhR-aktiva kemikalier - opoldra amnen

Ett prov av atervunnen HDPE (HDPE101) uppvisade sarskilt hog AhR-aktivitet jamfort
med 6vriga prover. PCA-analysen av identifierade &mnen i HDPE visade en tydlig
separation mellan detta prov och 6vriga HDPE-prover, se Figur 8. Analysen som visar vilka
identifierade kemikalier som skiljer ut HDPE101 fran 6vriga prover (loading plot) tyder pa
att hoga signaler av flera polyaromatiska féreningar (PAC), inklusive PAH och andra
aromatiska foreningar, ar viktiga. Eftersom PAC ar kdnda AhR-agonister (Larsson et al,,
2014) stodjer resultaten hypotesen att dessa dmnen bidrog till den observerade AhR-
aktiviteten i provet. Den uppmatta AhR-aktiviteten i HDPE101 var dock jamforelsevis hog,
vilket skulle kunna forklaras av extern kontaminering av plasten som inte avlagsnats vid
tvattning fore extraktion, exempelvis fran jord eller oljeprodukter med hoga halter av PAC.
Detta dar en kontamineringskalla som bor begransas genom att tydliggora for konsumenter
att halso- och miljofarligt avfall (t.ex. forpackningar fran smorjoljor) inte bor killsorteras
som plastforpackningar, utan istdllet limnas som miljofarligt avfall till kommunernas
atervinningscentraler. Eftersom provet tydligt avvek fran évriga HDPE-prover och de
detekterade PAC-dmnena utgjorde en sannolik forklaring till den uppmatta aktiviteten
exkluderades HDPE101 fran den statistiska analys som lag till grund for prioriteringen av
potentiellt bioaktiva &mnen.

Multivariat analys av de kemiska d&mnena i PO75 mojliggjorde prioritering av ett antal
dmnen som darefter jamfordes med databaser och prediktiva modeller for deras
potentiella AhR aktivitet. Analysen visade att méjliga identifierade metylerade PAC-dmnen
(CL2-3) framstod som en grupp potentiellt AhR-aktiva &mnen i PO75. Eftersom manga
PAC ar kdnda AhR-agonister stddjer resultaten hypotesen att PAC, och sarskilt metylerade
varianter av dessa dmnen, kan bidra substantiellt till den uppmatta AhR-aktiviteten i
PO75. Detta ar sarskilt relevant eftersom dessa dmnen sdllan inkluderas i riktade analyser
och gransvarden, trots att metylerade PAC i vissa fall har visats kunna vara mer potenta
AhR-agonister 4n motsvarande icke-metylerade varianter (Lam et al., 2018). Samma
multivariat analys utférdes dven for LDPE och HDPE, men de prioriterade &mnena kunde
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inte kopplas till AhR aktivitet med de inkluderade databaserna eller de prediktiva
modellerna. Detta kan sannolikt forklaras av det relativt begransade antalet prover i
kombination med den kemiska heterogeniteten och variationen i uppmatt AhR-aktivitet,
vilket sammantaget gav modellen sdmre forutsittningar att identifiera robusta samband.
Denna tolkning stods ocksa av att den multivariata modellen uppvisade svagare statistiska
samband fér HDPE och LDPE jamfoért med fér PO75.
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Figur 8. Principalkomponentsanalys (PCA) indelad i score- (6vre figuren) och tillhdrande loading
plot (nedre figuren) for atervunnen HDPE. Storleken pa prickarna visar den uppmatta
arylkolvatereceptor (AhR) aktiviteten.

Sammantaget pekar resultaten pa att PAC kan vara en central amnesgrupp i PO75. Trots
att de ofta inte prioriteras i analyser och endast delvis omfattas av etablerade gransvirden
for ett fatal PAH utgor de en stor och kemiskt varierad grupp, vilket innebar att deras
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bidrag latt underskattas. Har tyder resultaten pa att de star for en betydande del av den
uppmadtta AhR-aktiviteten. Samtidigt visar enskilda prover, som HDPE101, hur starkt
resultaten kan paverkas av specifika kontaminationshandelser. Det innebar att
variationen inte enbart speglar materialets “normala” kemiska profil, utan ibland ocksa
enstaka hdandelser som sétter tydliga spar i analysen.

Ett logiskt nésta steg dr darfor en sa kallad isbergsanalys riktad mot PAC-dmnen, med
sarskilt fokus pa metylerade varianter. Syftet ar att ga bortom de &mnen som vanligtvis
mats och istallet uppskatta den samlade forekomsten av relaterade féreningar, likt att
synliggora den del av isberget som annars ar dold under ytan. En sddan analys skulle
mdojliggora en kvantitativ uppskattning av hur stor andel av AhR-aktiviteten som kan
forklaras av PAC, bade i PO75 som helhet och i avvikande enskilda prover.

5.2. Resultat - fordjupad studie av tvéttade flingor och
pellets

Som komplement till huvudstudien genomfordes en férdjupad undersékning av pellets,
dar 13 prover av PE- och PP-baserade material analyserades bade som flingor (fore
omsmaltning) och som pellets (efter atervinningsprocessen). Exempel pa dessa material
visas i figur 9. Darutéver analyserades dven jungfrulig (sa kallad virgin) plast av LDPE,
HDPE och PP.

5.2.1. Effektbaserad analys

For att undersoka hur tvatt och dtervinningsprocessen paverkar kemisk aktivitet i plast
genomfordes effektbaserad analys med ER-CALUX och PXR-CALUX. Av de 13 analyserade
plastproverna uppvisade fem prover kvantifierbar PXR-aktivitet i MeOH-extrakten:
(HDPE-flingor), (LDPE-flingor), (PP-flingor), (LDPE-flingor) och (LDPE-pellets). NEQ-
vardena varierade mellan 4,2 och 274,6 pg/g. De hogsta nivaerna uppmattes i LDPE-
flingor, dar de tre replikaten av provet 1ag i intervallet 191,4-274,6 pg/g. For motsvarande
pelletsmaterial uppmattes lagre varden, i intervallet 7,9-18,2 pg/g.

For 6vriga prover 1ag NEQ-vardena under kvantifieringsgransen, vilket inkluderade
samtliga pelletsprover utom det ovan beskrivna provet.

Av de 13 analyserade proverna uppvisade tva prover kvantifierbar 6strogen aktivitet.
Bada dessa prover var LDPE i flingform och EEQ-virdena fér proverna lag mellan 175,1
och 316,8 pg/g. For samtliga pelletsprover och ovriga flingprover, 1ag virdena under
kvantifieringsgransen.
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Figur 9. Tvittade plastflingor (t.v.) och plastpellets (t.h.) frdn mekanisk atervinning av HDPE.

Kvantifierbar aktivitet detekterades i en begransad andel av proverna. PXR-aktivitet
observerades i fem av 13 prover, medan 0strogen aktivitet detekterades i tva prover. De
prover som uppvisade dstrogen aktivitet utgjordes uteslutande av LDPE-flingor. PXR-
aktivitet detekterades i bade PE- och PP-baserade flingor samt i ett pelletprov av LDPE.

Majoriteten av proverna lag under kvantifieringsgransen i bada analyserna. Analys av de
opoldra extrakten har pabdérjats.

Virgin plastpellets av LDPE, HDPE och PP testades i PAH-CALUX, ER-CALUX och antiAR-
CALUX. Opolart extrakt av LDPE uppvisade lag AhR-aktivitet (2,9 ng BEQ/g) medan virgin
HDPE och PP inte visade ndgon kvantifierbar aktivitet. Ingen av virgin HDPE, LDPE och PP
uppvisade ndgon AhR-aktivitet i MeOH-extrakten. Ingen av extrakten (polart eller opolart)
for virgin plasterna gav ndgon éstrogen aktivitet.
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5.2.2. Kemisk analys
5.2.2.1. Jamforelse av sorterade fraktioner och tvittade pellets och flingor - opoldra &mnen

For att undersoka hur tvatt och dtervinningsprocessen paverkar kemikalier i plast
jamfordes fordelningen av tentativt identifierade (CL2-1) opoldra dmnen mellan det
sorterade fraktioner (HDPE, LDPE och PP-rigid) och tvittade atervunna pellets och flingor
av motsvarande plasttyp. Jamforelsen fokuserade framst pa kemiska additiv i plasten och
inte pa potentiella kemikalier som harrorde fran exempelvis anviandning eller
produktkontamination.

Ingen statistiskt sdkerstalld skillnad kunde identifieras inom gruppen av atervunna flingor
och pellets vad géller antalet och signalstyrkan av detekterade &mnen. Resultaten antyder
darmed att den 6kade ytan hos flingor jamfort med pellets inte signifikant paverkade
antalet extraherade kemikalier med den metodik som anvandes.

Ingen statistiskt sakerstalld skillnad i antalet detekterade amnen kunde identifieras
mellan sorterade fraktioner och det tvattade och dtervunna materialet for nagon av
plasttyperna. En relativ jamforelse visade dock att amnenas normaliserade intensitet, som
indikerar koncentration, generellt var hogre i det ingdende materialet dn i det tvittade och
atervunna materialet for LDPE och HDPE, men inte for PP. Detta antyder att tvattning och
atervinning potentiellt minskar mangden kemiska additiv i LDPE och HDPE, men inte helt
eliminerar dem. Tolkningen foérsvaras dock av den inneboende heterogeniteten i
kemikalieinnehallet, det relativt begriansade antalet tviattade och atervunna flingor- och
pelletsprov, samt av att olika &mnen uppvisade olika monster, dar vissa endast
detekterades i det ingdende materialet och andra endast i pellets och flingor. Resultaten
bor darfor framst betraktas som en preliminar hypotes snarare an en faststalld slutsats.
Det bor dven noteras att den extraktionsmetod som anvandes i denna studie
representerar ett virsta scenario och inte motsvarar sannolik migration av kemikalier vid
normal anvandning av plasten. Med storre siakerhet kan det dock konstateras att kemiska
additiv aterfinns i det atervunna materialet for samtliga plasttyper. Resultaten antyder
dock pa att nivaerna potentiellt ar lagre dn i det ingdende materialet, vilket behéver
bekraftas med kvantitativa riktade analyser.

5.2.2.2. Jamforelse avingaende material och tvittade pellets och flingor - poldra dmnen

Den kemiska analysen av poldra amnen genomfdérdes med suspect screening i bade
positivt och negativt joniseringslige. Totalt identifierades 12 foreningar i positivt ldge och
10 i negativt lage. Tre foreningar identifierades i bada lagena: oxydipropyl dibenzoat,
bisfenol S (BPS) och dibutylftalat (DBP).

De identifierade foreningarna bestod av flera typer av plastrelaterade kemikalier, till
exempel ftalater, fenoler, fosfater, fettsyror och additivrelaterade &mnen. Bland de
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identifierade amnena fanns bade damnen klassificerade som miljofarliga och &mnen
klassificerade som halsofarliga.

5.3. Diskussion
5.3.1. Tolkning av effektbaserade analyser

Innan resultaten diskuteras ar det viktigt att klargora vad de effektbaserade analyserna
maéter - och inte mater. Analyserna baseras pa koncentrerade plastextrakt framstallda
med organiska losningsmedel. De visar vilken biologisk aktivitet som kan pavisas under
dessa laboratorieférhallanden, inte hur stor exponeringen faktiskt dr vid normal
produktanvindning. I verkligheten avgors exponeringen av i vilken utstrackning &mnen
migrerar ut ur materialet under relevanta férhallanden - nagot som kan skilja sig
vasentligt fran ett laboratorieextrakt. Resultaten ska darfor tolkas som indikatorer pa
kemikalieinnehall och potentiell biologisk aktivitet, inte som direkta riskmatt. For en
fullstandig riskbedémning kravs kompletterande migrationsstudier och exponeringsdata.

Det dr ocksa centralt att notera att de kemikalier som pavisas i materialstrémmarna vid
atervinning huvudsakligen harstammar fran tillverkning och anvandning av de
ursprungliga forpackningarna - inte fran atervinningsprocessen som sadan. Tillsatser
introduceras avsiktligt vid plastproduktion, och samma typer av amnen kan férekomma i
jungfrulig plast. Omloppstiden for de forpackningar som Svensk Plastatervinning hanterar
ar typiskt kortare an ett ar, vilket innebar att kemikalieinnehéllet i dtervunnet material i
hog grad speglar vad som idag produceras och sétts pa marknaden. Problemets grund
ligger uppstroms: i vilka kemikalier som tillats anvdndas vid tillverkning av
plastprodukter fran borjan. En del av kemikalierna kan dven ha sitt ursprung i
felsorterade plastprodukter (annat an férpackning) som av misstag kallsorterats
tillsammans med plastférpackningsavfallet, eller komma fran hilso- och miljéfarliga
produkter forpackade i plastférpackningar och déar féorpackningen bor sorteras av
konsument som miljofarligt avfall.

5.3.2. Atervunnen plast innehdller métbar biologisk aktivitet — men

bilden ér komplex

Analyserna visar att de undersokta plaststrommarna fran hushallsférpackningar
innehaller kemikalier som ger upphov till matbar biologisk aktivitet i laboratorietester.
Aktivitet observerades for flera verkningsmekanismer: éstrogen aktivitet (ER),
antiandrogen aktivitet (antiAR), AhR-aktivitet associerad med polycykliska aromatiska
kolvaten (PAH) samt PXR-aktivitet, som speglar att celler registrerar narvaron av fér
kroppen frimmande dmnen. PXR-aktivitet dr inte i sig ett direkt matt pa toxicitet, men
indikerar att biologiskt aktiva &mnen ar narvarande.
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Resultaten visar ingen enhetlig eller enkel signal. Den biologiska aktiviteten varierar
kraftigt mellan plasttyper, mellan olika steg i atervinningsprocessen och mellan
provtagningstillfallen. Atervunnen plast kan inte behandlas som en kemiskt homogen
kategori - det gor det omojligt att géra generella uttalanden om "atervunnen plast” som
kategori.

5.3.3.Variation mellan prover speglar materialens heterogenitet

En stor del av variationen speglar att materialen ar genuint heterogena. Varje bal som
provtas vid Site Zero innehaller tusentals enskilda férpackningsobjekt med varierande
kemiskt innehall: olika tillsatser, anvdndningsomraden, produktrester och en viss andel
felsorterat material. Varje prov representerar en komplex blandning av manga produkter,
snarare an en kemiskt valdefinierad plasttyp.

Tidstrendsanalysen bekraftar detta: trots prover insamlade under ett helt ar framtrader
inga systematiska forandringar i 14 av 15 testade kombinationer. Den enda signifikanta
trenden - minskande antiandrogen aktivitet i LDPE (MeOH) - bor tolkas med forsiktighet
eftersom initialvardet sannolikt representerar en ovanlig batch. Variationen ar i 6vrigt
oregelbunden och speglar batchvis heterogenitet i inkommande material.

Den praktiska konsekvensen ar tydlig: enstaka stickprov racker inte for att beskriva ett
plastmaterials kemiska kvalitet 6ver tid. Kontinuerlig provtagning kravs for att fanga
verklig variation och identifiera avvikande partier - nagot effektbaserade analyser har
goda forutsattningar att bidra till som lopande screeningverktyg.

5.3.4.0lika plasttyper uppvisar olika toxikologiska profiler

Trots den generella variationen framtréader tydliga skillnader pa fraktionsniva. HDPE
uppvisar generellt lagre biologisk aktivitet 4n 6évriga materialtyper i studien, med
undantag for enstaka provtagningstillfallen - troligen kopplade till specifika
forpackningstyper som dominerat en given batch.

LDPE ar konsekvent kopplat till de hogsta nivaerna av AhR- och antiandrogen aktivitet,
med de kraftigaste toppvardena i hela datamaterialet. I pelletsstudien uppvisade LDPE
dessutom den enda kvantifierbara 6strogena aktiviteten och de hogsta PXR-nivaerna. Att
polyetenbaserade material generellt uppvisar hogre biologisk aktivitet an polypropen
ligger i linje med tidigare studier och ar sannolikt kopplat till skillnader i tillsatsprofil och
forekomst av tryckfarger och lamineringsadhesiv, snarare an polymertypen i sig.

AggloPO75 uppvisar en bredare profil med férhéjd aktivitet i flera assays och ar i
synnerhet utmarkande genom sin 6verlagset hogsta dstrogena aktivitet. Medianvardena i
MeOH-extrakt ligger sex till tio ganger hogre an for 6vriga plasttyper. Att en fraktion som
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per definition samlar material fran en stor bredd av produktkategorier uppvisar en
komplex kemikalieprofil ar rimligt.

PP analyserades i pelletsstudien som jamforelsematerial och uppvisade genomgaende lag
eller ingen aktivitet i ER- och PXR-assayerna. Det ar ett viktigt referensresultat: inte alla
plasttyper i atervinningsflodet uppvisar forho6jd biologisk aktivitet, och skillnaderna ar
reella och tolkningsbara.

5.3.5.Atervinningsprocessen kan reducera den biologiska

aktiviteten -men eliminerar den inte

Jamforelsen mellan sorterade fraktioner, tvittade flingor och fardiga pellets indikerar att
den extraherbara biologiska aktiviteten minskar genom atervinningsprocessen i de
undersokta materialen. Flingor uppvisade i allmdnhet hégre aktivitet 4n motsvarande
pellets. I pelletsstudien var detta sarskilt tydligt for LDPE-material, dar flingor uppvisade
de hogsta nivderna av PXR- och ER-aktivitet i delstudien, medan motsvarande pellets
uppvisade lagre nivaer. Den kemiska analysen var konsistent med detta monster: vissa
amnen, sdsom bisfenol S, detekterades i flingor men inte i motsvarande pellets.
Sammantaget tyder resultaten pa att nedstromsbearbetning, inklusive pelletisering, kan
paverka bade kemikalieprofil och biologisk aktivitet, men underlaget dr begransat och
resultaten bor tolkas som indikativa.

Minskningen ar forenlig med de processteg som tilldmpas - nedmalning, tvittning,
separering och omsmaltning kan bidra till att reducera kemikaliehalten. Flyktiga amnen
kan avgasas och vissa partiklar avlagsnas genom filtrering. Sammantaget tyder detta pa att
atervinningsprocessen i viss man kan ha en dekontaminerande effekt, beroende pa
material och &mnesegenskaper.

Minskningen dr dock varken fullstindig eller helt systematisk. Biologisk aktivitet kvarstar
i pelletsmaterialet, i synnerhet for LDPE, och resultaten indikerar att kemikalieprofilen
kan forandras genom processningen. Det finns dven indikationer pa att &mnen kan
tillforas i senare processteg, exempelvis vid pelletisering, d&ven om detta inte entydigt kan
faststallas i denna studie. Kemikalier som avsiktligt tillsatts vid ursprunglig tillverkning
kan vara tillrackligt persistenta for att delvis 6verleva mekanisk atervinning - en egenskap
hos dmnena snarare dn en brist i processen.

Detta monster ligger i linje med nyligen publicerade studier, men resultaten ar inte direkt
jamforbara eftersom tidigare studier ofta baseras pa migrat snarare an totalextrakt.
Arcega et al. (2025) visade att negativa biologiska effekter fran migrerande dmnen i
atervunna plastmaterial generellt mildrades vid pelletstadiet, vilket understryker
betydelsen av dekontaminering under atervinningsprocessen. Daggubati et al. (2025)
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visade samtidigt att dtervunna plastprodukter kan innehalla hogre halter och ett bredare
spektrum av kemikalier dn jungfrulig plast av samma eller liknande polymertyper,
inklusive forh6jda PAH-halter. Detta ger ett relevant kemiskt sammanhang for de forhojda
AhR-aktiviteterna i denna studie.

5.3.6.En analysmetod rédcker inte — extraktionsmetoden avgér vad

som syns

En av studiens viktigaste metodologiska slutsatser ar att valet av extraktionsmetod avgor
vilka kemikalier och effekter som éverhuvudtaget detekteras. AhR-aktiva dmnen aterfinns
primart i Hex:Ac-extrakt, 6strogena dmnen nastan uteslutande i MeOH-extrakt, medan
antiandrogena dmnen forekommer i bada fraktionerna. En studie som enbart anvander en
extraktionsmetod riskerar att missa en vasentlig och toxikologiskt relevant del av
materialets kemiska innehall, exempelvis hade dstrogen aktivitet i LDPE och AggloP0O75
forbisetts helt med enbart n-hexan:aceton-extraktion f6ljt av silikaupprening.

Att 0strogen aktivitet framfor allt aterfinns i det poldra extraktet tyder pa att delar av den
relevanta kemikaliebelastningen utgors av relativt poldra &mnen - exempelvis vissa
nedbrytningsprodukter eller processrelaterade foreningar - som inte fangas av
traditionell extraktion av opoldra dmnen. Slutsatsen for framtida analysprotokoll ar tydlig:
bade polar och opolar extraktion bor inga for att ge en heltackande bild. Geueke et al.
(2023) starker detta resonemang genom att visa att en stor andel av kemikalier i
atervunna plastmaterial bara pavisats i enstaka studier, vilket tyder pa att befintliga
analysprogram systematiskt underskattar den faktiska kemiska komplexiteten.

5.3.7. Hotspots — enstaka partier med markant férhojd aktivitet

For samtliga materialtyper, men tydligast for LDPE, observerades enstaka
provtagningstillfallen med aktivitetsnivder som markant avviker fran dvriga matningar.
Det tydligaste exemplet ar juni 2024-batchen fér LDPE, dar AhR-aktiviteten i Hex:Ac-
extraktet (10 526 ng/g) var mer dn sex ganger medianen - och det hogsta MeOH-vardet (6
646 ng/g) harror fran samma tillfalle, vilket talar for en verklig materialavvikelse snarare
dn en analytisk artefakt. Darutover observerades ett enstaka extremvarde i HDPE (73 040
ng/g) med tillhorande héga PAH-halter i kemisk analys, sannolikt orsakat av
kontamination fran en PAH-rik kalla.

Dessa hotspots understryker att genomsnittsvarden kan ge en alltfor jamn bild av ett
materials faktiska variation. I ett industriellt atervinningssystem kan en avvikande batch
antingen spadas ut eller paverka ett helt produktionsparti. Effektbaserade
screeningmetoder har en tydlig potential som verktyg for att identifiera sidana avvikande
partier i realtid. Att hotspots uppstar speglar sannolikt variation i inkommande material -
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enstaka forpackningstyper med ovanligt hog kemikaliebelastning - snarare dn ndgot som
skapas i atervinningsprocessen.

5.3.8.Kemisk analys identifierar relevanta Gémnen — men férklarar

inte hela effekten

Den kemiska analysen identifierade ett antal plastrelaterade &mnen, daribland ftalater och
bisfenol S (BPS). Dessa dr kemikalier som introducerats avsiktligt vid tillverkning, inte
féororeningar som uppstar i atervinningen. I vissa fall kunde specifika &mnen kopplas till
observerad biologisk aktivitet: BPS detekterades i pelletsstudien endast i plastflingor med
kvantifierbar ER-aktivitet och inte i motsvarande pellets. Ftalater dr sedan tidigare kdnda
for att kunna paverka nukledra receptorer och ar relevanta som maojliga bidragande
dmnen till de observerade responserna.

Samtidigt forklarade de identifierade &mnena inte hela den uppmaétta biologiska effekten.
En del av aktiviteten forblev kemiskt oférklarad, vilket indikerar att ytterligare &mnen
eller blandningseffekter bidrar. Det ar en viktig slutsats: enbart riktad kemisk analys av
kdnda dmnen ger inte en fullstindig bild av kemikalieinnehallet. Den integrerade ansatsen
- kemisk analys kombinerad med effektbaserade metoder - ger darfér mer information dn
vad nagon av metoderna kan ge var for sig.

5.3.9.Behovet av referensnivdaer och standardiserade protokoll

Det finns idag inga etablerade riktvarden for biologisk aktivitet i plastmaterial, vilket
forsvarar tolkningen av de uppmatta nivaerna i ett bredare riskperspektiv. Denna studie
bidrar med empiriska data som kan utgoéra ett underlag for sddant arbete, men fler
material, fler plasttyper och fler jamforelser med andra matriser kravs for att
referensnivaer ska kunna utvecklas pa ett robust satt.

Studien visar ocksa att standardiserade protokoll for effektbaserad analys av plastmaterial
saknas. Erfarenheterna harifran - framfor allt att extraktionsmetoden har avgorande
betydelse for vilka effekter som detekteras - ar ett konkret bidrag till den pagaende
metodutvecklingen. Pa sikt finns anledning att diskutera om och hur effektbaserade krav
kan integreras i standarder och certifieringssystem for atervunna material, med
beaktande av kopplingen till biotillgdnglighet och faktisk exponering - en diskussion som
redan pagar inom bland annat EU:s vattenreglering.
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5.3.10. Jamforelse med andra matriser analyserade med
effektbaserade metoder

For att sdtta resultaten fran dtervunnen plast i ett bredare sammanhang jamfordes de
uppmitta bioanalytiska ekvivalenterna med publicerade nivaer fran andra komplexa
matriser, frimst sediment, suspenderat partikulat och andra partikelbundna miljéprover
analyserade med liknande bioassays. Jamforelsen bor tolkas forsiktigt, eftersom resultaten
paverkas av extraktions och uppreningsmetoder, referenssubstans, och provmatris.

Jamforelsen visar att de biologiska aktiviteter som uppmattes i vissa plastprover ligger
inom samma storleksordning som nivaer som rapporterats for andra komplexa
miljomatriser. Detta galler sarskilt ER- och antiAR-aktivitet, dar vissa plastfraktioner
uppvisade nivaer jamférbara med tidigare rapporterade data fran exempelvis sediment
och suspenderat partikulat (Houtman et al., 2004; Legler et al., 2002; Schmitt et al.,, 2011;
Urbatzka et al., 2007). For AhR-/PAH-aktivitet ar direkta kvantitativa jamforelser svarare
eftersom olika studier ofta anvander olika referenssubstanser och extraktionsstrategier
(Pieterse et al,, 2013; Titaley et al.,, 2021). I S6dergren et al. (2026) observerades tydlig
AhR-aktivitet i granulerat gummimaterial och konstgrias med PAH-CALUX, med BEQ-
nivaer som varierade kraftigt mellan materialtyper (SBR: 1 190-31 400 ng/g; TPO/EPDM:
ca 24-2 590 ng/g; PE: <7,9-663 ng/g). Den uppmatta AhR-aktiviteten i opolara
plastextrakt i denna studie ligger inom detta intervall.

Samma studie visade generellt Iag 6strogen aktivitet, dar endast ett fatal EPDM-prover
uppvisade méatbar ER-aktivitet (530-1 020 pg EEQ/g), medan majoriteten lag under
kvantifieringsgransen. Detta 6verensstimmer med resultaten i denna studie, dar ER-
aktivitet endast observerades i tre av de opolara LDPE-extrakten (74-84 pg EEQ/g).
Daremot detekterades ingen antiandrogen aktivitet i Sodergren et al. (2026), vilket i
kontrast till denna studie indikerar att antiAR-aktivitet sannolikt drivs av andra
dmnesgrupper dn de som dominerar i gummimaterial, och potentiellt av mer
plastspecifika eller processrelaterade kemikalier. Liknande antiandrogen aktivitet har
rapporterats for plast fran elektriskt och elektroniskt avfall (WEEE), med FEQ-véarden pa
73 = 4 ug/g (Alijagic et al., 2025). De opolara extrakten i denna studie ligger i samma
storleksordning eller under dessa niviaer. WEEE-relaterade opolédra kemikalier uppvisade
dessutom Ostrogen aktivitet i ER-CALUX med EEQ-varden pa 1083 + 66 pg/g, vilket ar
ungefar 15 ganger hogre dn de nivaer som uppmattes i HDPE-extrakt, vilket var det enda
material som visade matbar ER-aktivitet i opolart extrakt i denna studie. Det dr samtidigt
viktigt att betona att resultaten bygger pa organiska lI6sningsmedelsextrakt fran
plastmaterialet och dirmed speglar den biologiska aktivitet som kan pavisas under
experimentella extraktionsforhallanden. Resultaten siger daremot inte direkt ndgot om
faktisk exponering eller risk vid normal anvindning av plastprodukter, dar migration,
biotillgdnglighet och exponeringsnivaer ar beroende av anvandningsscenario.
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Sammantaget visar jamforelsen att dtervunnen plast kan innehalla extraherbara
kemikalieblandningar med matbar biologisk aktivitet. Detta ar forenligt med det bredare
kunskapslaget, dar plast beskrivs som en kemiskt komplex materialgrupp med méanga
tillsatser, processkemikalier, nedbrytningsprodukter och oavsiktligt forekommande
amnen (Hahladakis et al., 2018; Aurisano et al,, 2021; Geueke et al., 2023; Monclus et al.,
2025). Resultaten bor dock framst tolkas som screeningdata for jamforelse och
prioritering av materialfloden, snarare dn som direkta matt pa halsorisk eller miljorisk.

5.3.11. Sammantagen tolkning och implikationer

De bioanalytiska resultaten, tillsammans med den kemiska analysen, visar att atervunnen
plast fran hushallsférpackningar innehaller kemikalier med métbar biologisk aktivitet i
laboratorietester. Aktiviteten varierar tydligt mellan materialtyper och processteg,
reduceras men elimineras inte av traditionell mekanisk atervinning, och variationerna ar i
huvudsak batchvisa och oregelbundna snarare adn systematiska.

En central slutsats ar att den kemikaliebelastning som observeras i atervunnet material i
huvudsak ar drvd fran ursprunglig tillverkning och anvindning. Atervinningsprocessen
kan reducera belastningen, men kan inte ensam lésa ett problem som uppstar uppstréoms.
Att styra vilka kemikalier som tillats i plastprodukter redan vid tillverkning dr den mest
grundlaggande forutsattningen for att materialatervinning ska kunna férenas med
kemikaliesdkerhet. Denna slutsats sammanfaller med de policysteg som Carney Almroth
et al. (2025) formulerat for en 6vergang till sdkrare plastatervinning, dar
kemikaliedvervakning och kvalitetskontroll i industriella atervinningsfloden utgor ett
centralt atgardsomrade.

Pa kortare sikt visar studien att effektbaserad analys har tydlig potential som
screeningverktyg for att identifiera, jaimfora och folja materialstrommar utifran deras
kemikalieinnehall. Sddan information kan anvandas for att identifiera floden som bor
undersokas ndrmare, stodja kvalitetssdkring langs atervinningskedjan och bidra till mer
kunskapsbaserade kriterier for atervunnet material - till nytta for atervinningsindustrin,
reglerande myndigheter och utvecklingen av en kemikaliesdkrare cirkuldr ekonomi.

6. Slutsatser, nyttiggérande och ndsta
steg
6.1. Slutsatser

Projektet visar att sorterade plastfraktioner fran hushallsforpackningar innehaller
komplexa kemiska blandningar med matbar bioanalytisk aktivitet. Aktiviteten varierar
tydligt mellan materialtyper och processteg och reduceras men elimineras inte av de
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RE:

mekaniska dtervinningsprocesser som studerats. Variation mellan partier ar
genomgaende och speglar att materialflodena ar heterogena - sammansattningen
paverkas av produkternas ursprung, anvandning och insamlingstidpunkt snarare dn av
systematiska forandringar dver tid.

Endast en del av den observerade aktiviteten kunde kopplas till identifierade &mnen. Det
visar att enbart riktad kemisk analys inte ger en fullstdndig bild, och att kombinationen av
kemisk karakterisering och effektbaserade metoder ar nédvandig for en mer komplett
beddmning. Befintliga EU-regelverk - REACH, CLP och produktlagstiftning for
livsmedelskontaktmaterial - 4r huvudsakligen utformade for kdnda, individuella &mnen
och saknar direkta verktyg for att hantera komplexa och delvis okdnda blandningar. Detta
skapar ett tydligt behov av kompletterande analysstrategier som non-target screening och
effektbaserade metoder.

En central slutsats ar att kemikaliebelastningen i atervunnet material i stor utstrackning
ar arvd fran ursprunglig tillverkning och speglar vad som idag produceras och satts pa
marknaden. Att styra vilka kemikalier som tillats redan vid tillverkning av plastprodukter
ar darfor den mest grundlaggande forutsattningen for kemikaliesdker cirkularitet - nagot
atervinningsprocessen ensam inte kan astadkomma.

6.2. Nyttiggérande och forvéantad effekt

Projektets huvudsakliga bidrag ar verktyg och kunskap for att forsta och folja kemisk
kvalitet i cirkuldra plastfloden. En central insikt ar att effektbaserad analys (EBA) kan
anvandas som ett praktiskt kvalitetsverktyg - inte for att ifragasatta dtervunnet material,
utan for att ge industrin battre moéjligheter att dokumentera och forbattra sina
materialfloden.

Den praktiska kdrnan ar ett EBA-baserat 6vervakningssystem dar representativa
kompositprov tas vid centrala processteg - inkommande flingor, efter tvatt och fardiga
pellets - och analyseras I6pande mot interna referenser eller jungfrulig plast. Ett sdidant
system skapar forutsattningar for kontinuerlig forbattring langs hela kedjan:

e Sortering och insamling - variation i inkommande material kan sparas till
specifika fraktioner och ge underlag for dialog med insamlingsled och
forpackningstillverkare

o Tvatt och processning - mitningar fore och efter processteg dokumenterar i
vilken grad kemikalier avldgsnas och stodjer processutveckling

o Pelletisering - 16pande uppfoljning moéjliggor tidig upptackt av avvikande partier
och bidrar till jAmnare materialkvalitet
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o Kvalitetsdokumentation - relativa troskelvarden (EBT) ger ett praktiskt och
kommunicerbart matt pa kemisk variation nar absoluta gransviarden saknas

EBA kan ocksa fungera som verktyg for dialog uppstroms i vairdekedjan. Genom att
synliggora hur materialval och tillsatser i produktionsledet paverkar atervunnet material
skapas en faktabaserad grund for samtal med forpackningstillverkare - med malet att
underlatta atervinning redan i designfasen.

Forskning och utveckling kring nya atervinningsteknologier kan dra nytta av EBA som
verktyg for att dokumentera hur effektiva teknologierna ar vid dekontaminering av
plaststrommar som innehaller problematiska kemikalier.

Pa sikt kan EBT-baserade referensintervall, exempelvis genom jamforelser med jungfrulig
plast eller hogkvalitativa dtervinningsstrommar, bidra till tydligare och mer transparenta
kvalitetskriterier for dtervunna material. Det vore vardefullt for dtervinningsindustrin, for
myndigheter och fér den bredare omstallningen mot cirkuldr ekonomi.

6.3. Nasta steg

For att vidareutveckla och bredda nyttan av resultaten behdvs i forsta hand studier av
migrering och biotillganglighet under relevanta anvandningsforhallanden, for att battre
koppla bioanalytisk aktivitet till faktisk risk. Parallellt behéver den kemiska analysen
fordjupas genom suspect- och non-target-screening for att identifiera vilka &mnen som
driver de observerade effekterna. Ett bredare datamaterial - fler material och floden - ar
ocksa nodvandigt for att bygga referensramar for normal variation och majliggoéra
jamforelser 6ver tid och mellan aktorer.

Pa metodsidan behovs standardiserade arbetssatt for provtagning, analys och tolkning
som kan integreras i befintliga system for kvalitetsuppf6ljning. Att omsatta resultaten i
praktiska tillampningar kriaver dessutom fortsatt samverkan mellan forskning, industri
och myndigheter for att utveckla gemensamma referensramar och verktyg som ar direkt
anvandbara i industriell kontext.
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