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Abstract

The purpose of the study was to determine how the waste from m-Endo agar LES (LesEndo)
should be categorized and managed, due to its content of the carcinogenic substance basic
red 9 in basic fuchsine. The information was obtained by studying legislation and a
laboratory practical was performed to verify, if basic fuchsine could remain in LesEndo agar
after being heated. This was important to know for the further interpretation how to
categorize and manage the waste according to the legislation. LesEndo agar was autoclaved at
121 °C for 15 and 30 minutes. E. coli and coliform bacteria was put to grow on the LesEndo
agar. The results from the study showed that all replicas had coliform colonies, which
appeared with a metallic fuchsine-sheen. This verified that basic fuchsine was unchanged and
that there was no significant difference in growth between replicas with heated agar and the
control. The total concentration of basic fuchsine in LesEndo agar was 0.08%. To be
categorized as hazardous waste the threshold value for basic red 9 is 0.1%. According to a
strict interpretation of the legislation, waste from used LesEndo agar should not be
categorized and managed as hazardous waste. However, evaporation has to be taken into
consideration and the concentration may be above 0.1%. Therefore my evaluation is that
waste from used LesEndo agar should be categorized and managed as hazardous waste to
protect humans and the environment from being harmed.

Key words: basic fuchsine, m-Endo agar LES, hazardous waste, categorizing waste



Innehallsforteckning

1 INIEANINE ..oooooeee s 1
1.1 Syfte och fragestallniNgaT.........cccvuiiieiiiieeiiiecciie et e e e e e e erae e e eaee s 1
1.1.1 AVETANISIIINE .eeeeeeuireeereeireeeenireeeeaniereeesasssreeeessseeessssssseesesssseessssssseesssssseessssssseessssseeesnns 1

2 BAKEGIUNA ... 1
2.1 Anvandningen av LesEndo agar vid mikrobiologiska vattenanalyser................... 1
2.2 Basiskt fuksins funktion i LesEndo-substratet...........cccoevveiriiiennnieiniieenniieennnen. 2
2.3 Toxikologiska studier pa basic red 9 i basiskt fuksin .........ccccceeeeviieeeiieencveennnnen. 2
2.4 LagStfINING ..ccoveiiiiiiiieieeeecce ettt e s aa e s ae e s 3
2.4.1 CLP-forordningen, forordning (1272/2008/EG)....cccccerviiirvuieiniieiniieenireeenieessiveeens 3
2.4.2 Miljobalken SFS(1998:808) och avfallsforordning SFS(2011:927).......cccceeeuveeeunennee 3

3 Material och Metod...........cccoooroveooocceeecceeeeeeee e 4
3.1 Undersokning av fuksinets vairmebestandighet..........c.cccocieiiiiiniinninnninnnenneen. 4
3.2 Metod for klassificering av avfallet ..........ccceeevieeeiieeiciieicieecceeccee e 5
A4 RESUITAL ......oooooe e 5
4.1 Laborativ undersokning ...........cceeceerierrierniennieneeeieeeteeteeeeee et eeneeas 5
4.2 Klassificering av avfallel............cocouiieeiieiciieeccieeceeceee e eeae e e evee e 6
4.2.1 BedOmning 0ch MOTIVETING. ......cceieiiiieiieiiiieicciieececreee e seeer e e e evre e e e eaae e s s eaeees 6
4.2.2 Hur avfallet ska hanteras enligt lagstiftningen...........ccccceeeeieeecieeecieeccie e 7

5 DISKUSSION ......coooeeeee oo seseesees s es e eee s 7
5.1 Autoklavering av LeSEndo-substrat ........cccceeeviereiiniiiniienieeteeeeeieceeeceeeeeeee 7
5.2 Faktorer som paverkar bedomningen av avfallet ..........cccccoueeeeieeeeiieeccieeceieeenns 8
5.3 Forslag pa rutiner vid hanteringen av avfall fran LesEndo-substrat.................... 8
5.4 Problematik kring gallande lagstiftning och foreskrifter ..........ccccceeeecunieinnnnnnen. 9
5.5 Vidare UndersOKNINGAT .........ccceieeiieieiieieiieeecieeeseeeecteessreeessaeeeeseaessssaeesssneesnns 10
5.6 SIULSALSET ..ccceeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesereseseeesrrssarassssresessrssssssssssssrsenes 10

O REICTCIISET ... 11






1 Inledning

Varje dag ger olika verksamheter upphov till olika typer av avfall som maste hanteras och tas
om hand pa nagot sitt. Under 2012 producerades det i Sverige 27 miljoner ton avfall, vilket
motsvarar 2,8 ton per person (Naturvardsverket 2014a). Utvarderingar har visat att vi i
Sverige blir allt battre pa att sortera och hantera avfallet pa ett korrekt sitt, men den totala
mangden avfall i samhallet fortsatter att 0ka (Naturvardsverket 2014a). I manga fall ses avfall
som en nyttig resurs, ur vilket vi kan framstélla energi for att varma vara hus eller drivmedel
till fordon. Avfall kan ménga génger dven innehalla farliga kemikalier och &mnen som om de
sprids i miljon kan orsaka skada och oldgenhet for ménniska och miljo. 1998 antog Sverige 16
nationella miljomal av vilket ett dr att uppna en god bebyggd miljo. Malet innebar bland
annat att det avfall som uppstar i samhillet ska hanteras pa ett effektivt sitt och pa ett sétt
som gor att dess paverkan pa méanniskors hilsa och miljon forhindras (Naturvardsverket
2012).

Stockholm vatten ar ett kommunalt bolag vars uppgift ar att forse Stockholms innevanare
med dricksvatten. Bolaget dger tva vattenverk, Norsborg och Lovo vattenverk (Stockholm
Vatten 2014 a). Under hela produktionskedjan av dricksvatten och i driften av vattenverken
uppstar olika typer av avfall. Pa vattenkvalitetsanalyslaboratorierna vid vattenverken uppstar
det avfall frdn de mikrobiologiska analyser som gors pa dricksvattnet. Det bestar bland annat
av m-Endo agar LES (LesEndo) som anviands som tillviaxtsubstrat for mikroorganismer vid
bestamning av E. coli och koliforma bakterier. LesEndo innehéller basiskt fuksin som bland
annat innehéaller basic red 9. Amnet klassas som cancerframkallande och ar darfor
halsofarligt. Hittills har forbrukade plattor med LesEndo-substrat sldngts tillsammans med
ovrigt avfall efter att plattorna torrdestruerats i 160 °C for att avdoda eventuella patogena
mikroorganismer. Idag saknas det kunskap och tydliga rutiner for hur avfall fran plattor med
LesEndo-substrat ska hanteras. Avsikten med studien ar att fylla de kunskapsluckor som
finns angdende avfallshanteringen av LesEndo-substrat. Arbetet ar en del av Stockholm
Vattens standiga forbattringsarbete kring avfall som uppstar inom verksamheten.

1.1 Syfte och fragestillningar

Examensarbetets syfte ar att klargora hur avfall fran forbrukade plattor med LesEndo-
substrat bor klassificeras med tanke pa dess innehéll av ett cancerogent &mne och hur
avfallet sedan ska hanteras.

For att besvara syftet med examensarbetet stills foljande fragor:
e Forbrukade plattor upphettas till 160 °C for att avdoda mikroorganismer. Paverkas
fuksinet av det?

e Hur bor avfallet klassificeras enligt gidllande lagstiftning inom omradet?

e Hur bor avfallet hanteras utifran klassificeringen?

1.1.1 Avgransning

Studien har avgransats till att undersoka hur avfall fran anvianda plattor med LesEndo-
substrat ska hanteras vid Stockholm Vattens vattenkvalitetsanalyslaboratorier pa Norsborg
och Lovo vattenverk.

2 Bakgrund

2.1 Anvindningen av LesEndo agar vid mikrobiologiska vattenanalyser

Vid framstéallningen av dricksvatten genomfors mikrobiologiska och kemiska analyser for att
se till att livsmedlet uppfyller de gransviarden som anges i Livsmedelsverkets foreskrifter
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SLVFS (2001:30) om dricksvatten. Enligt direktiv (98/83/EG) om kvaliteten pa dricksvatten
ska forekomsten av koliforma bakterier och E. coli bestimmas genom den internationella
standarden SS-EN ISO 9308-1. Standardmetoden innebar att undersokningen genomfors
med membranfiltreringsmetod dar laktos TTC Tergitolagar (LTTC) anvidnds som
tillvixtsubstrat (Slapokas et al. 2012). I jimforelse med andra Europeiska linder dr metoden
problematisk att tillampa i Sverige och i 6vriga Norden d& det visat sig att det blir stor
bakgrundstillvaxt av andra mikroorganismer pa odlingssubstratet. Bakgrundstillvaxten beror
pa att vi i princip inte desinficerar vart vatten vilket i sin tur gor det svart att sikerstalla ett
korrekt analysvirde (Slapokas et al. 2012). For att 16sa problemet anvinder vi i Sverige
istillet den alternativa standardmetoden SS 028167 som motsvarar inneborden av den metod
som anges i direktiv (98/83/EG). Den innebar att LesEndo anvinds istéllet for LTTC som
tillvaxtsubstrat.

2.2 Basiskt fuksins funktion i LesEndo-substratet

Basiskt fuksin ar ett syntetiskt fargdimne som hor till anilinfargerna och ar den bestdndsdel
som fargar LesEndo substratet rosa. Basiskt fuksin ar i sig en sammansattning av fyra olika
aromatiska aminer, basic red 9 (magenta 0), magenta 1, magenta 2 och magenta 3 (new
fuchsine (Cooksey och Dronsfield 2009). Fuksinets funktion i LesEndo-substratet ar att skilja
kolonier av E. coli och koliforma bakterier fran andra bakteriekolonier (De Bord, 1917,
Levine, 1918). Koliforma bakterier karaktariseras av en metallisk glans i gulgront, sa kallad
fuksinglans (figur 1). Glansen beror pi att nir E. coli och andra koliforma bakterier
fermenterar laktosen i substratet bildas syra och acetaldehyd som bakterien avger till sin
omgivning. Aldehyden reagerar sedan med fuksin som tillsammans med natriumsulfit bildar
fuksin-sulfit i narvaro av syran (De Bord 1917, Rubina et al. 2006). LesEndo-substratets
innehall av fuksin gor det till ett selektivt tillvaxtsubstrat vilket innebar att kemikalien
hammar tillvaxt av oonskade bakteriestammar men tillater tillvaxt av E. coli och koliformer
(Rubina et al. 2006).

Figur 1. Koliforma bakterier karaktiriseras av koloniernas fuksinglans. Foto: Elin Agnemo

2.3 Toxikologiska studier pa basic red 9 i basiskt fuksin

Det har lange varit kint att somliga aromatiska aminer kan orsaka cancer och att andra
misstinks vara majliga carcinogener. Metaboliter fran aromatiska aminer med en NH,*
grupp ar sarskilt reaktiva pa grund av dess hoga biotillginglighet och har darfor formaga att
reagera med DNA, RNA och proteiner (WHO 2010). Bara for ett fatal aromatiska aminer har
the International Agency for Research on Cancer (IARC) kunnat faststilla att de ar
cancerframkallande for manniskor. IARC har utifrdn en sammanvigd utviardering av de



tillforlitliga epidemiologiska studier som gjorts om dmnet bedomt att basic red 9 i basiskt
fuksin ar cancerframkallande for djur. Det innebar att det finns en 6kad incidens for cancer
aven hos manniskor men att det inte kunnat faststillas helt utifran de studier som gjorts.
Dock har TARC konstaterat att tillverkning av magenta, som innehéller basiskt fuksin, ar
cancerframkallande for manniskor (WHO 2010). De dldsta studierna har visat att aromatiska
aminer orsakar cancer i urinbldsan hos méanniskor och andra daggdjur (Baan et al. 2008).
Senare studier pa gnagare har visat ett samband mellan basic red 9 och en 6kad risk for
levercancer, tumorbildning i binjurarna, benigna och maligna tumorer i huden och
cellforandringar i skoldkortelns folliklar vid oral administration. De djur som fatt Amnet
lokalt injicerat i huden har utvecklat sarkom i det hudomréade som dmnet administrerats
(WHO 2010).

2.4 Lagstiftning

2.4.1 CLP-forordningen, forordning (1272/2008/EG)

LesEndo substrat ar en kemisk blandning och omfattas darfor av férordning
(1272/2008/EG) aven kallad CLP-forordningen och kemikalieinspektionens foreskrifter
(KIFS 2005:7) om klassificering och méarkning. Dessa giller parallellt fram till 1 juni 2015 da
CLP-forordningen ersitter tidigare regelverk. Forordningens syfte ar att reglera hur kemiska
amnen och blandningar ska klassificeras for att sikerstilla att produkten méarks pa ratt satt
(Kemikalieinspektionen 2014). Ritt klassning av en kemisk produkt ar en forutsiattning for
hur produkten ska hanteras som avfall i enlighet med férordning SFS (2011:927).
Mairkningen av en kemisk produkt eller blandning har dven betydelse for nar den blir ett
avfall. Ett avfall som innehaller ett farligt Amne i en mangd att det skulle kunna betraktas
som en farlig kemisk produkt ska bedomas och klassas utifrdn de granser som anges i
forordning 1272/2008/EG (Naturvardsverket 2013). Basic red 9 i basiskt fuksin ar klassad
som cancerframkallande kategori 1B enligt forordningens bilaga 1 del 3. Klassificeringen
innebar enligt forordning 1272/2008/EG att Amnet formodas vara cancerframkallande pa
manniska men att det inte gar att faststélla helt. Det beror pa att bedomningen framst
baseras pa djurstudier dir resultaten visat ett starkt samband mellan exponering av amnet
och utveckling av cancer, men att det saknas tillforlitliga studier p4 méanniskor.

2.4.2 Miljobalken SFS (1998:808) och avfallsforordning SFS (2011:927)

Miljobalkens syfte ar att fraimja en héllbar utveckling for att nuvarande och kommande
generationer ska forsakras en hilsosam och god miljo. For att uppfylla lagstiftningens syfte
ska den tillampas sd att ménniskors hilsa och miljon skyddas mot skador och oldgenheter,
oavsett om det uppstétt genom fororeningar eller annan paverkan. 2011 implementerades i
svensk lagstiftning det avfallsdirektiv (2008/98/EG) som EU beslutade om 2008
(Naturvardsverket 2014b). Av direktivet tillkom ett nytt kapitel 15 i miljobalken om avfall och
producentansvar samt en ny avfallsforordning SFS (2011:927). Vad som menas med avfall
och hantering av avfall preciseras i balkens 15 kap. 1 § och 3§. Enligt definitionen ar ett avfall
varje foremal eller amne som innehavaren avser att gora sig med. Hantering av avfall innebar
insamling, transport, dtervinning och bortskaffande av avfallet. Enligt de allminna
héansynsreglerna i 2 kap. 2 § SFS (1998:808) ska alla som avser att bedriva en verksamhet
skaffa sig den kunskap som behovs for att skydda méanniskor och miljo fran att oldgenhet
eller skada uppstar. Det innebar att verksamhetsutévaren, i det har fallet avfallsinnehavaren,
enligt miljobalkens 15 kap. 5a §, ska tillgodogora sig kunskap om hur avfallet ska klassas for
att det ska kunna hanteras pa ett hilso- och miljomassigt godtagbart sitt.

Avfallsforordningen SFS (2011:927) stiller krav pa hur avfall ska hanteras utifran vilken typ
av avfall det ror sig om. Den som gett upphov till avfallet ar skyldig att avgora vilket
avfallsslag det ar for att kunna bedoma hur det ska klassas enligt avfallskoderna i
forordningens bilaga 4. Generellt ar avfall farligt avfall om det tillhor grupperna explosivt,
brandfarligt, fratande, smittférande, eller giftigt for manniska och milj6 (Naturvardsverket
2013). Darfor kan det vid en forsta tolkning av hur ett avfall ska klassas se ut som att det ska
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klassas som farligt avfall utifran avfallskoden. For att gora en korrekt bedémning behover
den som ska klassa ett avfall ta hansyn till fler faktorer an sa. Av Naturvardsverkets allmianna
rad till avfallsforordningen (2011:1063) avseende farligt avfall NFS (2004:14) framgar att det
bor beaktas att avfallet kan innehalla en lagre halt av farliga &mnen an de gransvarden som
anges i forordningens bilaga 1 vilket kan paverka utfallet av den slutliga klassningen.

Hanteringen av avfall berors dven av andra foreskrifter. En viktig foreskrift att ta hansyn till
vid hanteringen av farligt avfall 4r Arbetsmiljoverkets foreskrift AFS (2011:19) om kemiska
arbetsmiljorisker. I dess 17 § star det att den som omhéandertar avfall ska fa de uppgifter som
behovs om innehallet for en sdker hantering. Det innebar att avfallets behallare marks med
tydlig information om innehall, farosymboler och med information om avfallets egenskaper.
Tillsammans vévs de olika foreskrifterna samman med syfte att ticka sa manga aspekter av
avfallshanteringen som mojligt for att skydda ménniskor och milj6 fran olagenhet.

3 Material och metod

3.1 Undersokning av fuksinets varmebestiandighet

For att bedoma om basiskt fuksin fordndras av virme genomfordes en laborativ
undersokning. Syftet med detta var att se om virme kan forstora basiskt fuksin och pa sitt
gora avfallet "giftfritt”.

Material som anvindes for undersokningen var bland annat:

e M-Endo agar LES for mikrobiologi, Merck Millipore produktnummer 111277
e Flaskor av borosilikatglas.

e Sterilt S-Pak filter 0,45um, diameter 47mm, Merck Millipore produktnummer
HVWPo047S6.

e Petriskilar med diameter 5o0mm.

e Livsmedelsverkets referensmaterial Dw 2013: A(II) med E. coli och koliforma
bakterier for simulerat vattenprov.

Undersokningen genomfordes genom att bereda M-Endo agar LES for mikrobiologi enligt
tillverkarens anvisning. Beredning av substrat gjordes i tvd omgangar och halldes i flaska av
borosilikatglas med skruvlock. I det ena fallet autoklaverades det i 121 °C i 15 min och i den
andra omgéangen i 121 °Ci 30 min. pH for det autoklaverade substratet kontrollerades och
jamfordes med den oautoklaverade kontrollen. Substratet fordelades om 5-6 ml/petriskal.
Antal replikat for vardera tiden och temperatur var 10 stycken. Kontrollvirden beriaknades
utifran de virden som laboratoriet vid Lovo vattenverk erhéller vid kontroll av
livsmedelsverkets referensmaterial.

Membranfiltrering av simulerat vattenprov genomfordes enligt svensk standardmetod SS
028167. Beredning av simulerat vattenprov for membranfiltrering gjordes enligt
Livsmedelsverkets instruktion for referensmaterial (RM) for dricksvattenmikrobiologi 2013-
08-26 (Livsmedelsverket 2013). Varje filtrering gjordes med provvolymen 5ml. Preparerade
agarplattor inkuberades i +35+0,5 °C i 22+2 h. Berdkning av kolonier som uppvisade
fuksinglans gjordes genom okular besiktning.

En jamforelse mellan replikatens medelvarden av fuksinglansande kolonier och kontrollen
beridknades med konfidensintervall for skillnaden mellan medelvirden i tva populationer (C.I
95 %). Berakningen gjordes med hjalp av formel enligt Kérner och Wahlgren (2005).
Berdkning av medelvirden och standardavvikelse gjordes i Excell. Bestimningen av miangden



basiskt fuksin i substratet gjordes utifran uppgifter i innehéallsférteckningen pa
forpackningen till LesEndo.

3.2 Metod for klassificering av avfallet

Klassificering av avfallet genomfordes enligt den trestegsmetod som beskrivs i
Avfallsforordningen SFS (2011:927) bilaga 4. Bedomningen om hur avfallet vidare ska
hanteras gjordes genom att studera lagstiftning inom omradet sisom miljobalken (SFS
1998:808), Avfallsforordningen SFS (2011:927), och AFS (2011:19) om kemiska
arbetsmiljorisker.

Klassificeringen av avfallet baseras delvis pa litteraturstudier. For den har information
inhdmtats via myndigheters informationsmaterial och vetenskapliga artiklar som inhamtats
via databaser som tillhandahalls av Umea universitetsbibliotek. For dessa har dessa sokord
anvants: Basic fuchsin, basic red 9 and cancer, aromatic amines and cancer, the function of
basic fuchsin in m-Endo agar LES, farligt avfall och klassificering av farligt avfall.
Konsoliderade foreskrifter har inhdmtats via lagrummet.se och Notisum.

4 Resultat

4.1 Laborativ undersokning

Av tabell 1 framgér att samtliga replikat i kontrollen, 15 min och 30 min uppvisar kolonier
med fuksinglans. Observationen visar att basiskt fuksin finns i samtliga replikat for kontroll,
15 min och 30 min.

Tabell 1. Tillvaxt av kolonier som uppvisar fuksinglans p&d LesEndo-substrat som har autoklaverats vid o0 min, 15
min och 30 min.

Tid i autoklav

(min) 121 °C

Fuksinglinsande
kolonier (cfu/5 ml) .
Medelvirde+ SD

Antal plattor Antal pH

med glinsande
kolonier.

replikat.

Kontroll (0) 53 +7 10 10 7,27
(15) 49 +8 10 10 7,08
(30) 519 10 10 7,10

Med berikning av konfidensintervall for skillnaden mellan medelviarden av fuksinglansande
kolonier (cfu/5ml) for replikat 15 min och 30 min undersoktes i jaimforelse med kontrollen.
Beridkning av medelvirden av fuksingldnsande kolonier for kontroll och 15 min (tabell 1) gav
med konfidensgraden 95 %, intervallet (-3 < ;- 1. < 11). Virdet o ligger inom intervallet
vilket innebar att det inte finns ndgon signifikant skillnad mellan medelvardet for
fuksinglansande kolonier i kontrollen och replikat 15 min. Samma jamforelse mellan kontroll
och replikat 30 min (tabell 1) ger med konfidensgraden 95 %, intervallet (-5 < w; -2 < 9).
Viardet o ligger inom intervallet vilket 4ven har innebar att det inte finns nagon signifikant
skillnad mellan medelvarden for fuksinglansande kolonier i kontroll och replikat 30 min.

pH-virdet for LesEndo-substrat bor ligga inom 7,2+0,1. De pH-varden som anges i tabell 1
ligger inom intervallet.

1 cfu= colony forming unit/s5ml



4.2 Klassificering av avfallet

Anvanda plattor med LesEndo-substrat ar avfall som harror fran laboratorium. Foreskrifter,
avfallskod och underlag for klassning och slutlig bedomning redovisas i tabell 2. Avfallet
innehaller basiskt fuksin, som i sig innehaller basic red 9, som hor till kategorin
cancerframkallande 1B enligt 1272/2008/EG.

Avfall med damneskod markt med (*) klassas som farligt med hanvisning till avfallets innehall
av “farliga amnen”. Av tabell 2 framgar att avfallet innehaller ett iamne som uppfyller
amneskod H7 Cancerframkallande med lydelsen “Avfallet innehdller ett dmne eller preparat
som vid inandning, fortdring eller upptag genom huden kan ge upphov till cancer eller oka
dess forekomst”. En sadan produkt anses vara farlig nar det cancerframkallande &mnet
overstiger eller ar lika med 0,1 viktsprocent. Av innehéllsforteckningen for LesEndo framgar
det att den innehéller 0,8g basiskt fuksin per 1000ml substrat. Det utgor 0,08 % av den
totala volymen substrat. Basiskt fuksin utgor dirmed ocksa 0,08 % av den totala vikten
substrat.

Tabell 2. Anger de foreskrifter som tillimpas vid avfallsklassning av LesEndo-substrat och utfallet av
lagstiftningens tolkning

Foreskrift Avfallsslag/kategori Klassificering
Avfallsforordning (SFS 2011:927) bilaga 4. 16 05 06* Farligt avfall
Avfallsforordning (SFS 2011:927) bilaga 1. i | Kategori 1B Farligt avfall

enlighet med 1272/2008/EG.

H7/cancerframkallande eller 6ka dess forekomst.

Avfallsforordning (SFS 2011:927) bilaga 1. Kategori 1B Ej farligt avfall
Punkt 9. Amne som ir kiint for att vara Basiskt fuksin utgor
cancerframkallande (kategori 1 eller 2) vid en 0,08 % av avfallets vikt.

koncentration storre in eller lika med 0,1 %.

4.2.1 Bedomning och motivering

Anvinda plattor och annat 6verblivet Les Endo-substrat bor sorteras som farligt avfall. Skl
till bedomning: Vid beredning, férvaring och anvindning avdunstar vatten fran substratet.
Darfor gar det inte att forutsatta att den faktiska koncentrationen av basiskt fuksin i anvinda
plattor ligger under gransvardet 0,1 viktsprocent.

Bedomningen motiveras med st6d av:

e 2 kap. 1§ miljobalken SFS (1998:808). Avfallet klassas som farligt avfall da det inte
bevisats att avdunstning inte paverkat substratet i den omfattningen att
koncentrationen inte 6verstiger gransviardet.

e Avfallsforordningen SFS (2011:927) 16 §. Avfall som betraktas som farligt far inte
blandas ut med annat avfall eller spidas ut. Avfall som utgors av LesEndo-substrat far
inte spadas ut for att sikerstilla att det ligger under gransviardet for farligt avfall.

e 2 kap. 3 § miljobalken SFS (1998:808). Verksamhetsutovaren ska vidta de
forsiktighetsmatt som kravs for att forebygga att basiskt fuksin sprids till miljon.
Avfallet kan utgora en olagenhet for manniskor och miljo och darfor ska avfallet
klassas och behandlas som farligt avfall.




4.2.2 Hur avfallet ska hanteras enligt lagstiftningen

Bedomningen innebir att forbrukade plattor med LesEndo-substrat inte far blandas med
annat avfall eller annat farligt avfall, eller spadas ut enligt 16 § avfallsforordningen SFS
(2011:927). Avfallet ska darfor separeras fran 6vrigt avfall. Laboratoriepersonalen maste
ocksa skriftligt dokumentera hur mycket avfall som uppstar av LesEndo-substratet per ar.
Anteckningarna ska ocksa innehalla uppgifter om till vem avfallet 1amnas for vidare
hantering. Dokumenten som fors i kronologisk ordning ska sparas i tre ar enligt 55 § SFS
(2011:927). Dokumentationen kravs for att mojliggora for den som hamtar avfallet att fa den
information som ar nodvandig for att denne ska kunna uppfylla de krav som stélls pa denne i
lagstiftningen. Anteckningarna ska ocksa kunna redovisas for tillsynsmyndigheten om den
begar det.

Forordning SFS (2011:927) 60 § siger att nar avfallet ska transporteras bort fran
verksamheten ska det sidkerstillas fran bada parter, lamnaren och hamtaren, att det finns ett
transportdokument. Avfallslaimnaren ar skyldig att kontrollera att himtaren har det tillstand
som kravs for att transportera avfallsslaget enligt forordningens 55 §. Utifran
arbetsmiljoverkets foreskrifter (AFS 2011:19) om kemiska arbetsmiljorisker 17 § ska den
behéllare som avfallet laggs i for borttransport markas med tydlig information om innehall,
farosymboler och med information om avfallets egenskaper.

5 Diskussion

5.1 Autoklavering av LesEndo-substrat

Av de laborativa forsoken framgar det att basiskt fuksin finns i samtliga replikat eftersom det
uppstod fuksinglansande kolonier pa alla plattor. Att autoklavera substratet i 121 °C1i 15 eller
30 min ar inte tillrackligt for att paverka dmnet pa nagot sitt. Det kan forklaras av att basic
red 9 som finns 1 basiskt fuksin inte dndrar form eller forstors forran vid 263 °C (National
Toxicology Program 2014). En av rutinerna pa laboratoriet ar att hetta upp forbrukat
material med LesEndo-substrat till 160 °C for att genom torrdestruering avdoda eventuella
patogena mikroorganismer. Vid torrdestruering laggs avfallet i ett virmeskap som fungerar
som en ugn. Den metod som anvandes for att bestimma om basiskt fuksin férandras av
uppvarmning stimde inte 6verens med den temperaturen eftersom autoklaven pa labb inte
kan bli varmare an 121 °C. Att autoklavera substratet var det enda alternativet for den har
undersokningen. Ett test gjordes for att se om torrsubstansen som substratet tillverkas av
kunde hettas upp i torrdestrueringsugnen. Dessvirre misslyckades det da pulvret smélte
samman och gick inte att anvianda. Studien kan darfor inte helt sdkerstilla att basiskt fuksin
inte fordndrats vid 160 °C. Av den information om amnets fysikaliska egenskaper verkar det
anda rimligt att anta att det inte har fordndrats da det enligt National Toxicology program
(2014) inte forstors forrdan vid 263 °C. Att det inte gick att utfora studien med samma
forutsattningar som de som forekommer i “verkligheten”, 6ppnar upp for funderingar kring
om det hade funnits ett battre sitt att ta reda pa om basiskt fuksin fanns i substratet efter
upphettning? Eftersom basiskt fuksin ar ett firgdimne hade det mojligen gatt att
spektrofotometriskt mita dess sonderfallsprodukter och pa sa sitt dragit slutsatser om
fargens viarmebestindighet. Da basiskt fuksin oxideras av UV-ljus (Kosanié¢ och Tri¢ovié
2001) hade det dven varit intressant att genomfora en studie med syfte att undersoka om
basiskt fuksin kan elimineras redan pa labb. Pa sa sitt hade avfallet frin LesEndo-substrat
inte hanterats som farligt avfall. Autoklaveringen har inte heller paverkat tillvixten av
koliforma bakterier. Att autoklaveringen av substratet inte gjort ndgon skillnad syns dven vid
kontroll och jamforelse av pH-varden. Att pH-vardet i replikaten 15 och 30 min sjunkit nagot
gentemot kontrollen kan bero pa att ndringsamnen i substratet forstorts av vairmen.



5.2 Faktorer som paverkar bedomningen av avfallet

Eftersom det inte gir att utesluta att koncentrationen av basiskt fuksin understiger
gransvardet ska avfallet bedomas som farligt avfall om det uppvisar egenskaper att det skulle
betraktas som en farlig kemisk produkt enligt forordning 1272/2008/EG (Naturvardsverket
2013). Detta innebar att avfallet ska antas ha samma egenskaper som det farliga &mnet och
tillhora gruppen cancerframkallande kategori 1B i CLP-férordningens (1272/2008/EG)
bilaga 1 del 3.

Forsiktighetsprincipen, vars innebord framgéar av 2 kap 3 § SFS (1998:808), ar viktig vid
beaktande av miljobalkens syfte om att kommande generationer ska sidkerstillas en god milj6
utan att det foreligger risk for att olagenhet for manniskor och pa miljoé uppstar.
Forsiktighetsprincipen ar dven tillamplig vid motiveringen av avfallets klassning utifran de
vetenskapliga studier som gjorts pa aromatiska aminer. Till detta hor IARC’s betankande om
den teoretiska mojligheten att aromatiska aminer generellt kan vara potentiella carcinogener
for manniskor (WHO 2010). Darfor kan vi inte utesluta att risken ar hogre att basiskt fuksin
ar mer cancerogen for manniskor an vad studier hittills visat. Med tanke pa aromatiska
aminers risk att orsaka cancer eller 6ka dess forekomst ar det viktigt att forebygga att
mingden av dem okar i miljon. Att skilja avfall som innehéaller dem fran Gvrigt avfall ar ett
satt att minska risken att de sprids.

Foreskrifterna som beslutet i detta examensarbete grundar sig pa anger minsta maojliga krav
som samhallet stéller for att undvika att oldgenhet for ménniskor och miljon uppstar. En
verksamhetsutovare kan naturligtvis satta hogre uppsatta miljomal och krav pa sin
verksamhet dn vad lagen sdger. Den miljo- och kvalitetspolicy som Stockholm Vatten arbetar
efter har som mal att driva ett stindigt forbattringsarbete, arbeta forebyggande och alltid
vara minst lika bra som lagen kraver (Stockholm Vatten 2014b). I Stockholms Stad finns ett
mal om att mangden felsorterat avfall ska minska och att stadens egna verksamheter ska ha
kontroll 6ver vilket avfall som uppstar och vilka mangder det ar. Verksamheterna ska
dessutom se till att hanteringen av avfallet med borttransport och omhindertagande sker pa
ett godtagbart satt (Stockholms Stad 2012). Utifran det visade resultatet att basiskt fuksin
finns kvar i LesEndo-substratet dr det mgjligen en tillrdacklig anledning for verksamheten att
hantera avfallet som farligt i syfte att uppfylla sina egna miljo- och kvalitetsméal. Genom att
vidta de atgiarder som rekommenderas i denna studie kommer Stockholm Vatten aktivt
bedriva forebyggande arbete for en hallbar utveckling i enlighet med Stockholm stads
miljoprogram 2012-2015.

Den slutliga bedomningen av avfallet beror pa en sammanvagning av olika faktorer, diar en
del bestar av faktisk information om basiskt fuksin och en annan del utgors av tolkning av
lagstiftning. Det innebar att utfallet av bedomningen kan se olika ut eftersom olika personer
kan gora olika tolkningar av lagstiftningen. Om avfallet skulle klassas pa ett annat sitt av en
annan person si ar det bra att Stockholm Vatten dnda hanterar avfallet som farligt avfall da
det driver det interna miljoarbetet framat och kan inspirera andra aktorer inom samma
omrade att gora detsamma.

5.3 Forslag pa rutiner vid hanteringen av avfall fran LesEndo-substrat

Av resultatet framgar det att hanteringen av avfallet styrs av olika lagstod. For att kunna
uppfylla kraven som stills behovs det tydliga rutiner for hur det ska goras. Har foljer nagra
enkla forslag som ska ses som stod for att genomfora det fortsatta arbetet med
avfallshanteringen av LesEndo-substrat:

e Forst och framst behover det farliga avfallet skiljas fran 6vrigt avfall. Det sker enklast
genom att det 14ggs i en egen behallare pé labb. Det ar viktigt att tinka péa att det
substratprov som tas ut for att kontrollera pH-vardet kasseras pa samma sitt.



e Den skriftliga dokumentationen gors lampligen inom ramen f6r hur dokument inom
egenkontrollprogrammet utformas. Dokumentationen om hur stor mangd avfall som
uppstar anges i kilogram(kg)/ar. Dokumenten sparas i tre ar elektroniskt eller som
papperskopia. Det har ar en viktig del av hanteringen av avfall eftersom det handlar
om att det ar en del av insamlingen av avfall.

e Nar avfallet lamnas over till en annan part for borttransport ska det finnas ett
transportdokument. Dokumentet kan vara elektroniskt. Det ska undertecknas av
avfallslamnaren. Dokumentet ska innehalla information om foljande:

1. Avfallslag, alltsa den information som ges av avfallskoden och information om
vilka farliga amnen avfallet innehéller (Naturvardsverket 2003).

2. Avfallsmangd. Information om vem som lamnar ifran sig avfallet.
3. Information om vem som ar mottagare av avfallet.

e Behallaren som avfallet forvaras i ska markas med den information som f6ljer av den
ursprungliga kemikaliens markning enligt CLP-forordningen (1272/2008/EG) bilaga
1del 3.

5.4 Problematik kring gillande lagstiftning och foreskrifter

For att lagstiftningen inom avfallsomradet ska harmoniseras inom den Europeiska Unionen
implementeras EU-direktiv i nationell lagstiftning och EU-férordningar giller som direkt lag.
Avfallsdirektivet (2008/98/EG) resulterade i en uppdatering av miljobalkens kap. 15 och
avfallsforordningen SFS (2011:927). Till de olika forordningarna hor ett antal foreskrifter och
allminna rad som den nationellt ansvariga myndigheten star for. For avfall och klassning av
farligt avfall ar det Naturvardsverket som dr ansvarig myndighet. Méjligen beror det pa att
myndigheten har for lite resurser men min asikt ar att det material myndigheten har inom
omradet ar ouppdaterat Naturvardsverkets allmédnna réd, handledning och végledningar
bygger i stort pa den aldre versionen av avfallsforordningen SFS (2001:1063). Aven om
manga lydelser ar samma i den gamla och nya forordningen bor materialet uppdateras.
Dessutom borde handledningar undersoka om praxis forandrats i och med tillkomsten av
den nya forordningen. Vagledningar som hor till en gammal forordning dar hanvisning till
kapitel och bilagor inte stimmer med den aktuella forordningen skapar forvirring och
osdkerhet bade for den som ska klassa ett avfall och for tillsynsmyndigheter. En annan
anledning till att materialet bor uppdateras ar att CLP-férordningen (1272/2008/EG) trader i
full kraft under 2015 och dirmed kommer aldre termer for skyddsangivelser inte vara
aktuella langre.

Svaret pa hur ett avfall ska klassas pé’l ett korrekt satt finns inte samlat i bara en forordning
utan det 4r manga aspekter som viger in for bedomningen. Som systemet ar upplagt idag for
1dent1ﬁer1ng av avfallsslag kan det vara komphcerat for avfallsinnehavaren att avgora om
avfallet ar farligt eller ej. Det roriga systemet 6ppnar upp for olika sétt att 16sa problemet med
ett uppkommet avfall som inte ar helt sjalvklart hur det ska klassas. Vill avfallsinnehavaren
vara pa sakra sidan behandlar denne ett avfall som farligt avfall, beroende pad om
ursprungsprodukten ar markt med faroangivelser enligt CLP-forordningen. Systemet med att
avfall som innehéller ett farligt imne, men under angivna gransvirden, inte behover
betraktas som farligt avfall oppnar i sin tur upp for utspadningsproblematik. Har hjalper
atminstone den nya lydelsen i avfallsférordningen SFS (2011:927) till som sdger att ”Avfall
far inte spiddas ut” medan den gamla lydelsen i SFS (2001:1063) var ”Avfall bor inte spadas
ut”. Troligtvis ser praxis ut pa ett annat satt eftersom lydelsen inte dndrats till den strangare i
Naturvardsverkets allménna rad NSF (2004:14).

For det har examensarbetet saknas information om hur mycket viatska som avdunstar fran
substratet vid beredning, anvindning och vid destruering av mikroorganismer pa anvinda
plattor. Det behovs for att fa en mer exakt uppskattning av hur stor viktprocent som utgors av
basiskt fuksin. Det ar mojligt att sddan information skulle ge en tydligare bedomning av
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avfallet. Daremot ar det inte helt enkelt att mita genom att endast viga substratet fore och
efter anvindning eftersom substratet i princip “spads ut” redan under anvandningen. Till
substratets enskilda mangd tillkommer plast fran petriskalarna, filter och sjdlva massan av
bakterierna. Det ar problematiskt vid tolkningen av lagstiftningen eftersom den sager att
farligt avfall ska skiljas fran ovrigt avfall. Om lagen tolkas bokstavstroget innebar det att
substratet borde skiljas fran petriskélar och filter. Det ar ohéllbart och darfor har jag i min
bedomning inte raknat med den vikt som det 6vriga materialet utgor i avfallet for att undvika
att latsas att det farliga amnet ar mindre farligt bara for att det ar upplandat med annat
material. Fragan kring utspadning av farligt avfall ar till syvende och sist en samvetsfraga och
upp till var och en att avgora vad som ar rimligt utifran de forutsiattningar som finns.

5.5 Vidare undersokningar

Studien har endast undersokt hur avfall av anvianda plattor med LesEndo-substrat ska
hanteras utifran sitt innehall av ett cancerframkallande d&mne. For en fullstindig bedomning
om hur avfallet ska hanteras bor det faststallas till vilken riskklass det mikrobiologiska agens,
som vaxer pa substratet, tillhor. Det ar av sarskild vikt eftersom den som avfallet lamnas till
ska fa all n6dvéndig information for att kunna vidta de atgarder som behovs for att avfallet
ska hanteras pa ratt sitt. Idag finns en 6nskan hos personalen om att slippa autoklavera
anvanda plattor for att avdoda mikroorganismer da det ger upphov till illaluktande dngor,
som i sig ar ett arbetsmiljoproblem. En riskklassning av mikroorganismerna behovs dven for
att avgora om de kasserade odlingsplattorna behover autoklaveras for att avdoda
mikroorganismerna enligt arbetsmiljoverkets foreskrifter AFS (2005:01) om mikrobiologiska
arbetsmiljorisker, smitta, toxinpaverkan, 6verkénslighet.

5.6 Slutsatser
Erfarenheter av studien var féljande:

e Basiskt fuksin i Les Endo-substrat paverkas inte av vare sig den temperatur (121 °C)
eller tid som substratet autoklaverades vid. Det innebar att det d&r mycket troligt att
basiskt fuksin finns i avfallet frdn anvanda plattor med LesEndo.

e P4 grund av innehéllet av basiskt fuksin i avfallet fran anvinda plattor med LesEndo-
substrat klassas det som farligt avfall enligt férordning SFS (2011:927).

e Koncentrationen av basiskt fuksin i LesEndo-substratet ligger under det griansvirde
som anges i forordning (1272/2008/EG) och ska da inte klassas som farligt avfall i
lagstiftningens mening. Min bedomning ar daremot att vid beredning, férvaring och
anvandning avdunstar antagligen vatten fran substratet. Detta paverkar
koncentrationen av basiskt fuksin i LesEndo-substratet. Darfor ska avfallet anda
klassas som och hanteras som farligt avfall enligt avfallsforordningen SFS (2011:927).
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