Textilveredlung

Kostengiinstige Untersuchung
mutagener Effekte von Textilfarbstoffen
~ Miniaturisierter Standard Ames Test

Der Mutagenitétstest mit Salmonella typhimurium (Ames Test, OECD 471)
ist nach REACh ein Standardtest. In einem européischen Projekt zur ,Nach-
haltigen Biotechnologie fir die Européische Farbenindustrie” (Sophied,
Integrated Project — FP6-NMP2-CT-2004-505899) wurde ein schneller
Mutagenitétstest bendtigt, um grol3e Mengen an Proben zu testen, wobei
gleichzeitig wenig Probenmaterial vorhanden war. Der Standard Ames Test
wurde dazu mit einer miniaturisierten Testversion, dem Mini Ames Test, ver-
glichen. Es konnte gezeigt werden, dass der Mini Ames Test eine geeigne-
te Methode ist, um auch mit farbigen Proben ein schnelles Screening auf
mutagene Eigenschaften durchzufihren. Er braucht weniger Material und
Zeit als die Standard Version und ist deshalb sehr kosteneffizient. Nur in
Konzentrationen, bei denen ein geringer mutagener Effekt gemessen wer-
den konnte (etwa bei Induktionsfaktor 2), ist der Mini Ames Test
moglicherweise weniger empfindlich.
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Hydrotox Labor fiir Okotoxikologie und
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Fir die Bewertung der Entgiftung des Ab-
wassers im Reinigungsprozess und um die
Toxizitdt von den Farbstoffen selbst sowie
von Hilfsmitteln und Chemikalien zu bewer-
ten, mussen verschiedene Untersuchungen
wie z.B. Toxizitat, Okotoxizitat und biologi-
sche Abbaubarkeit durchgefihrt werden. Ein
weiterer wichtiger Endpunkt ist bei Textil-
farbstoffen die Untersuchung mutagener Ef-
fekte [2-5]. Mutagene Farbstoffe stellen ein
Risiko fur die Gesundheit am Arbeitplatz, fur
Verbraucher und die Umwelt dar. Besonders
Arbeiter kénnen hohen Konzentrationen
ausgesetzt sein, wenn sie Mischungen fir
den Farbeprozess vorbereiten. Die Mutage-
nitat von Chemikalien auf Textilien kann als
Hauptursache fur kanzerogene Effekte sein.
fn einem europdischen Forschungsprojekt
wurden 281 Textilfarbstoffprodukte unter-
sucht [6-8]. 53 Farbstoffe, waren noch nicht
auf Mutagenitdat untersucht worden. Sie
wurden alle im Ames Test mit Salmonelia ty-
phimurium nach OECD 471 getestet. Die Er-
gebnisse bestatigten frihere Befunde, dass
es Farbstoffprodukte auf dem Markt gibt, die
nicht ausreichend getestet sind und mutage-
ne Effekte zeigen.

Die Standard Version des Tests wird in Petri-
schalen durchgefiihrt. Zuerst wurde der Mini
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Ames Test von Flamand et al. [12] als Scree-
ning Test fur die Untersuchung von Pharma-
zeutika beschrieben. In dieser Testversion
wird mit 6-well-Platten gearbeitet (siehe
Abb.).

Eine Platte pro Stamm und Konzentration
reicht aus, anstatt 6 Petrischalen, die im Stan-
dard Platten Inkooperationstest bendtigt
werden. Im europaischen Projekt ,Nachhalti-
ge Biotechnologie flr die Europdische Far-
benindustrie" (Sophied, Integrated Project —
FP6-NMP2-CT-2004-505899) wurde  ein
schneller Mutagenitatstest benétigt, um gro-
Se Mengen an farbigen Proben zu testen wo-
bei gleichzeitig wenig Probenmaterial vor-
handen war. Der Standard Ames Test wurde

mit einer miniaturisierten Testversion, dem
Mini Ames Test, verglichen um festzustellen
ob diese Testsystem auch geeignet ist um far-
bige Proben zu untersuchen.

Ergebnisse

Vergleichende Untersuchungen von
Standard und Mini Ames Test

Der Mini Ames Test und der Standard Ames
Test wurden parallel mit 3 mutagenen Kon-
trollsubstanzen, 2-Aminoanthracen, Nitro-
fluoren und Natriumazid durchgefiihrt, um
festzustellen ob die Empfindlichkeit des Mini
Ames Tests vergleichbar mit der Standard
Version ist. Die Ergebnisse waren in beiden
Tests vergleichbar. In einigen Fallen zeigte
der Mini Ames Test eine geringere Empfind-
lichkeit. Das bedeutet, dass Proben, die eine
geringe Mutagenitat im Standard Ames Test
zeigen, als falsch negative bewertet werden
kdnnen (Tab. 1). Deshalb sollten negative Er-
gebnisse immer mit der Durchfihrung eines
Standard Ames Tests bestatigt werden.

Mutagenitdts Untersuchungen mit
Farbstoffen

12 Textilfarbstoffe wurden im Mini Ames Test
mit TA98 und TA100 mit und ohne
S9 Aktivierung in einer Konzentration von
1000 pg/Platte untersucht (Tab. 2).

5 Farbstoffe, Disperse Blue 1, Direct Blue 1,
Direct Black 38, Acid Blue 62 und Acid Red
299, zeigten einen Effekt, der als mutagen im
Ames Test zu bewerten ist. Mit einigen ande-

6-well Platte und
Petrischale
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Tabelle 1
Vergleich der Dosis-Wirkungs-Beziehung von positiv Kontrollsubstanzen in der Mini Ames Test Version und im Standard Ames Test

Salmonella typhimurium Stamm TA98 mit S9 Aktivierung

Mini Ames Test Standard Ames Test

2-AA erste Studie zweite Studie 2-AA erste Studie zweite Studie

Konz. pg/well NR RSD IR NR RSD IR Konz. pg/plate NR RSD IR NR RSD IR
NK 15,3 52,3 6,3 32,9 NK 17.0 20,4 25,5 13,9
NK-Losungsmittel 6,3 18,2 4,0 50,0 NK-Losungsmittel 17,5 20,2 22,0 22,7

0,4 43,7 19,2 6,9 77,0 15,8 19,3 2,0 176,7 8,5 10,1 298,7 5,0 13,6
0,28 31,0 14,1 4,9 51,0 2,0 12,8 1.4 121,7 8,8 7,0 199,7 6,7 9,1
0,16 18,0 14,7 2.8 25,0 13,9 6,3 0,8 62,0 11,4 3,5 118,3 7,8 54
0,08 10,3 279 1,6 11,3 22,2 2,8 0,4 38,0 11,2 2,2 63,7 10,5 2,9
0,04 6,0 28,9 0,9 6,3 9,1 1,6 0,2 26,0 54 1,5 38,7 18,2 1,8
0,02 47 81,1 0,7 7,0 51,5 1,8 0,1 22,0 19,3 1,3 21,5 48,9 1,3

Salmonella typhimurium Stamm TA98 ohne S9 Aktivierung

Mini Ames Test Standard Ames Test

2-AA erste Studie zweite Studie 2-AA erste Studie Zweite Studie

Konz. pg/well NR RSD IR NR RSD IR Konz. pg/well NR RSD IR NR RSD IR
NK 12,0 16,7 2,7 21,7 NK 14,7 239 24,0 41,2
NK-L9sungsmittel 4,3 48,0 2,0 50,0 NK-Lésungsmittel 16,5 30,0 17,0 23,5

0,3 24,0 22,0 5,5 16,3 33,7 8,2 1,50 141,0 5,1 8,5 1773 6,2 10,4
0,2 20,0 5,0 46 12,7 38,9 6,3 1,00 88,0 17,8 5,3 125,7 259 7.4
0,14 12,7 39,7 2,9 15,7 19,5 78 0,70 68,0 16,6 4,1 98,7 15,2 58
0,1 8,0 12,5 1.8 4,0 25,0 2,0 0,50 375 13,2 2,3 66,3 0,9 39
0,05 6,0 16,7 1,4 5.7 50,9 2.8 0,25 36,5 44,6 2.2 39,7 8,1 2.3
0,025 3,0 66,7 0,7 3,7 56,8 1,8 0,125 22,0 19,3 13 23,0 30,7 1,4

Salmonella typhimurium Stamm TA100 mit S9 Aktivierung

Mini Ames Test Standard Ames Test

2-AA erste Studie zweite Studie 2-AA erste Studie zweite Studie

Konz. pg/well NR RSD iR NR RSD IR Konz. pg/well NR RSD IR NR RSD IR
1,7 40,5 10,7 46,2 NK 67,7 9,4 65,5 11,9
NK-Lgsungsmitte! 15,0 11,5 14,7 7.9 NK-Lésungsmittel 64,0 88 91,0 11,9

0,5 86,7 18,3 5,8 112,7 6,5 7.7 2,5 3747 14,0 59 654,0 8,0 7,2
0,4 59,3 6,8 4,0 92,0 4,7 6,3 2,0 264,3 10,8 41 480,7 4,0 53
0,28 51,7 12,6 34 65,3 09 45 1.4 187,5 12,4 2,9 349,0 4,8 3,8
0,16 31,7 28,5 21 36,7 12,6 2,5 0,8 126,5 18,4 2,0 204,0 141 2,2
0,08 20,0 32,8 1,3 19,3 18,2 1,3 0,4 108,0 0,0 1,7 127,0 8,5 1,4
0,04 16,3 12,7 1.1 15,0 40,0 1,0 0,2 95,0 74 15 114,5 16,7 1,3

Salmonella typhimurium Stamm TA100 ohne $9 Aktivierung

Mini Ames Test Standard Ames Test

2-AA erste Studie zweite Studie 2-AA erste Studie zweite Studie

Konz. pg/well NR RSD R NR RSD IR Konz. pg/well NR RSD IR NR RSD IR
NK 57 27,0 15,3 18,8 NK 66,7 9,2 78,5 13,5
NK-Ldsungsmittel 12,3 12,4 12,3 54,0 NK-Losungsmittel 59,5 3,6 74,0 13,7

0,50 97,0 7.2 79 76,3 16,0 6,2 2,5 4483 18,3 1.5 450,0 13,7 6,1
0,30 52,0 16,8 4,2 52,3 17,2 4.2 2,0 234,0 11,6 39 369,3 7.3 50
0,10 27,3 11,2 2,2 39,0 29,1 3,2 1,4 142,5 35 2,4 186,7 18,0 2,5
0,07 27,0 7,4 2,2 19,3 15,8 1,6 0,8 128,5 11,6 2,2 154,7 9,5 2,1
0,05 223 5,2 1,8 19,7 46,1 1,6 0,4 101,0 28 1,7 127,0 9,1 1,7
0,01 15,3 7.5 1,2 13,3 45,8 11 0,2 77,0 1,8 13 78,3 10,3 1.1

2-AA: Aminoanthrazen; NF: Nitrofluoren; NA: Natriumazid; NR: Anzahl der Revertanten (Mittelwert aus n = 3); RSD: relative Standardabweichung vom Mittelwert
IR: Induktions-Rate, Anzahi der Revertanten pro Probe/Anzaht in der Kontrolle); NK: Negativ Kontrolle; NK-Lésungsmittel: Losungsmittelkontrolle DMSO
IR fett: IR = 2, Probe wurde als mutagen bewertet

ren Farbstoffen, wie Acid Blue 62 oder Reac-  cherzustellen, dass Zytotoxizitat nicht die 125 pg pro Platte wiederholt. Die genauere
tive Yellow 81 wurden zytotoxische Effekte mutagenen Effekte maskiert wurden alle  Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung
beobachtet. Untersuchungen an Farbstoffen in einem  zeigte vergleichbare Resultate wie im ersten
Um die Ergebnisse zu bestatigen und um si-  Konzentrationsbereich zwischen 2000 und  Test mit 1000 pg pro Platte. Acid Blue 62
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zeigte einen mutagenen Effekt bei 500 und
250 pg pro Platte; Reactive Yellow 81 war
nicht mutagen.

Mutagenitatsuntersuchungen mit
Abwasserproben

Farbige Modell-Abwasserproben aus ver-
schiedenen biotechnologischen  Behand-
lungsverfahren wurden vor und nach der Rei-
nigung im Mini und im Standard Ames Test
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
der Mini Ames Test auch geeignet ist um ge-
farbte Abwasserproben zu bewerten.

Diskussion

Der Mutagenitatstest mit Salmonella typhi-
murium (Ames Test, OECD 471) ist nach
REACh ein Standardtest zur Untersuchung
mutagener Effekte. Wéhrend der Entwick-
lung neuer Chemikalien ist ein erstes Scree-
ning auf Mutagenitat entscheidend um Sub-
stanzen, die diese Anforderungen nicht er-
fullen nicht weiter zu erforschen. Zusétzlich
gibt es oft nur kleine Mengen der neu ent-
wickelten Chemikalien oder die Substanzen
sind in diesem frihen Stadium sehr teuer.
Bereits frither wurden Versuche beschrieben
fir "high through-put” Methoden zum
Screening mutagener Eigenschaften (z.B.
Miniscreen test [17], Ames Il Mutagenicity
Assay von Xenometrics, Ames Fluktuations
Test [18-20]). Flamand et al. [12] beschrei-
ben einen miniaturisierten Ames Platten In-
kooperationstest fur ein erstes Screening
von Punktmutationen bei der Entwicklung
neuer Chemikalien. Dieses Protokoll braucht
finfmal weniger Reagenz und wird in
6-well-Platten durchgefuhrt. Der Test wird
fir alle Salmonella Test Stamme als geeignet
beschrieben, auch fur die mit geringer Muta-
tionsrate. Snyder [21] gibt an, dass die Uber-
einstimmung zwischen Standard Ames und
Mini Ames Test sehr hoch ist. Der Mini Ames
Test wird bereits routinemafig fur das pre-
screening in der Entwicklung von Arzneimit-
teln eingesetzt [22].

Es wurde Uberprift, ob der Mini Ames Test
auch geeignet ist um die Mutagenitat von
Textilfarbstoffen zu bewerten.

In einer vergleichenden Studie mit Positiv-
Kontrollsubstanzen konnte im Standard
Ames Test und im Mini Ames Test mit Salmo-
nella typhimurium Stdmmen TA98 und
TA100 gezeigt werden, dass die Ergebnisse
vergleichbar sind. Die Mini Ames Version
zeigte sich als ein geeignetes Hilfsmittel um
Mutagenitat von Textilfarbstoffen zu unter-
suchen. Er ist auch geeignet um andere Che-
mikalien und Abwasserproben zu untersu-
chen. Mutagene Substanzen kénnen so
schon zu Beginn eines Entwicklungsprozes-
ses identifiziert werden. Da der Mini Ames
Test jedoch eine leicht geringere Sensitivitat
zeigte sollten Proben, die in diesem Test Sys-
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Tabelle 2

Im Ames Test untersuchte Farbstoffe, Daten fiir Stammldsungen von 2.000 mg/l

Name CAS-No. Wasserldslichkeit pH cond [yS cm ]
Dispersionsfarbstoffe

Disperse Red 1 2872-52-8 teilweise 16slich 5.4 3.6
Disperse Blue 1 2475-45-8 lostich 7.4 540
Disperse Yellow 1 7832-40-8 suspendierbar 6.6 364
Reaktivfarbstoffe

Reactive Blue 19 2580-78-1 lgslich 57 860
Reactive Black 5 17059-24-8 faslich 4.8 1513
Reactive Red 4 17681-50-4 [6slich 7.2 818
Reactive Yellow 81 59112-78-6 l6slich 44 1986
Direktfarbstoffe

Direct Red R 573-58-0 teilweise loslich 9.3 259
Direct Blue 1 2610-05-1 loslich 7.0 624
Direct Black 38 1937-37-7 l6slich 8.4 1774
Saurefarbstoffe

Acid Blue 62 4368-56-3 loslich 5.6 540

Acid Red 299 57741-47-6 l6slich 6.8 288

tem nicht mutagen sind zusatzlich im Stan-  [6] Jager, |, Hafner, C.; Schneider, K.: Mutageni-

dard Ames Test untersucht werden.

Der grof3e Vorteil des Mini Ames Tests im Ver-
gleich zur Standard Version ist, dass
5 mal weniger Probevolumen benétigt wird,
es wird weniger Verbrauchsmaterial ge-
braucht und der Zeitaufwand ist deutlich (um
etwa 30 %) geringer. Im Standard Ames Test
braucht man z.B. fUr eine Substanz, die in ei-
nem Stamm getestet wird 42 Petrischalen. Im
Mini Ames Test werden nur sieben 6-well
Platten bendtigt.

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Mini
Ames Test neu entwickelte Farbstoffe und
die Effizient von Abwasser-Behandlungspro-
zessen fir eine grofle Probenzahl kosten-
gunstig bewertet werden kénnen. =

Dieses Projekt wurde von der Europdischen Kom-
mission, 6. Umweltrahmenprogramm, unterstutzt

(SOPHIED contract NMP2-CT2004-505899).
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