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Kostengü nstige Untersuch ung
mutagener Effelrte von Textilfarbstoffen
r Miniaturisierter Standard Ames Test

Der Mutagenitätstest mit Salmonella typhimurium (Ames Test, OECD 471)
ist nach REACh ein Standardtest. In einem europäischen Projekt zur,,Nach-
haltigen Biotechnologie für die Europäische Farbenindustrie" (Sophied,
lntegrated Project - FP6-NMP2-CI-2O04-505899) wurde ein schneller
Mutagenitätstest benötigt, um große Mengen an Proben zu testen, wobei
gleichzeitig wenig Probenmaterial vorhanden war. Der Standard Ames Test

wurde dazu mit einer miniaturisierten Testversion, dem MiniAmes Test, ver-
slichen Fs konnte p'ezeist werden. dass der Mini Ames Test eine seeisne-
ö''-'.-'|/uvJJ

te Methode ist, um auch mit farbigen Proben ein schnelles Screening auf
mutagene Eigenschaften durchzuführen. 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 (etv'ra bei lnduktionsfaktor 2), ist der Mini Ames Test

möglicherweise wen iger empfindlich.

lsmene Jäger, Christoph Hafner
Hydrotox Labor für Okotoxikologie und
Cewässerschutz CmbH, Freiburg i.Br.

Für die Bewertung der Entgiftung des Ab-
wassers im Reinigungsprozess und um die
Toxizität von den Farbstoffen selbst sowie
von Hilfsmitteln und Chemikalien zu bewer-
ten, müssen verschiedene Untersuchungen
wie z.B. Toxizität, Okotoxizität und biologi-
sche Abbaubarkeit durchgeführt werden. Ein

weiterer wichtiger Endpunkt ist bei Textil-
farbstoffen die Untersuchung mutagener Ef-

fekte [2-5]. Mutagene Farbstoffe stellen ein

Risiko für die Gesundheit am Arbeitplatz, für
Verbraucher und die Umwelt dar. Besonders

Arbeiter können hohen Konzentrationen
ausgesetzt sern, wenn sie Mischungen für
den Färbeprozess vorbereiten. Die Mutage-
nität von Chemikalien auf Textilien kann als

Hauptursache für kanzerogene Effekte sein.

In einem europäischen Forschungsprojekt
wurden 281 Textilfarbstoffprodukte unter-
sucht [6-8]. 53 Farbstoffe, waren noch nicht
auf Mutagenität untersucht worden. Sie

wurden alle im Ames Test mit Salmonella ty-
phimurium nach OECD 471 getestet. Die Er
gebnisse bestätigten frühere 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 durchgefuhrt. Zuerst wurde der Mini
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Ames Test von Flamand et al. [12] als Scree-

ning Test für 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 benötigt
werden. lm europäischen Projekt,,Nachhalti-
ge Biotechnologie für die Europäische Far-

benindustrie" (Sophied, Integrated Project -
FP6-NMP2-CT-2004-505899) wurde ein

schneller Mutagenitätstest benötigt, um gro-
ße 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 durchgefuhrt, um

festzustellen ob die Emofindlichkeit des Mini

Ames Tests vergleichbar mit der Standard

Version ist. Die Ergebnisse waren in beiden

Tests vergleichbar. In einigen Fällen 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
können (Tab. 1). Deshalb sollten negative Er-

gebnisse immer mit der Durchführung eines

Standard Ames Tests bestätigt werden.

Mutagenitäts Untersuchungen mit
Farbstoffen
12 Textilfarbstoffe wurden im Mini Ames Test

mit TA98 und TA100 mit und ohne

59 Aktivierung in einer Konzentration von
'1 000 pglPlatte 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 einiqen 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 59 Aktivierung

l\4ini Ames Test Standard Ames Test

Salmonella typhimurium Stamm TA98 ohne 59 Aktivierung

l\4ini Ames Test

2'AA

Konz. pg/well

NK

N K-Lösungsmittel

0,4

0,28

0,1 6

0,08

0,04

0,02

2-AA

Konz. pg/well

NK

N K-Lösu ngsmittel

0,3

0,2

0,14

0,1

0,05

0,025

2-AA

Konz. ;rglwell

11 ,7

N K-Lösu ngsmittel

0,5

0,4

0,28

0,1 6

0,08

0,04

2-AA

Konz. pgiwell

NK

N K-Lösu ngsm ittel

0,50

0,30

0,10

0,07

0,05

0,01

erste Studie

NR RSD IR

15,3 52,3

6,3 18,2

43,7 19,2 6,9

31 ,0 14,1 4,9

18,0 14,7 2,8

10,3 21 ,9 1 ,6

6,0 28,9 0,9

4,1 81,1 0,1

erste Studie

NR RSD IR

12,0 16,1

4,3 48,0

24,0 22,0 5,5

20,0 5,0 4,6

12,7 39,7 2,9

8,0 12,5 1,8

6,0 16,1 1,4

3,0 66,1 0,1

erste Studie

NR RSD IR

40,5 10,1

1 5,0 1 1,5

86,7 18,3 5,8

59,3 6,8 4,0

51 ,t 12,6 3,4

31,1 28,5 2,1

20,0 32,8 1,3

16,3 12,1 1,1

erste Studie

NR RSD IR

5,1 21 ,0

12,3 12,4

91 ,0 1,2 7,9

52,0 16,8 4,2

27 ,3 11,2 2,2

27,0 1,4 2,2

22,3 5,2 1,8

15,3 1,5 1,2

zweite Studie

NR RSD IR

2-AA

Konz. pg/plate

NK

N K-Lösu ngsm ittel

2,0

1,4

0,8

0,4

0,2

0,1

2-AA

Konz.;rg/well

NK

N K-Lösungsmittel

1,50

1,00

0,70

0,50

0,2s

0,125

2-AA

Konz. pgiwell

NK

N K-Lösungsmittel

)\
2,0

1,4

0,8

0,4

0,2

2-AA

Konz. pg/well

NK

N K'Lösu ngsm ittel

)\
2,0

1,4

0,8

0,4

0,2

erste Studie

NR RSD IR

zweite Studie

NR RSD IR

25,5 1 3,9

22,0 22,1

298,1 5,0 13,6

199,1 6,1 9,1

118,3 7,8 5,4

63,1 10,5 2,9

38,7 18,2 '1,8

21 ,5 48,9 1,3

6,3

4,0

17,0

51 ,0

2 5,0

1 1,3

6,3

1,0

NR

2,7

2,0

16,3

12,1

15,1

4,0

5,1

3,1

NR

15,3

12,3

76 7

q7 I
39,0

19,3

19,1

13,3

NR

46,2

14,7

112,7

92,0

65,3

36,7

19,3

15,0

11 ,0

11 ,5

116,7

121,1

62,0

38,0

26,0

22,0

NR

14,7

16,5

141,0

88,0

68,0

37,5

36,5

22,0

NR

67,1

64,0

314,1

264,3

187,5

126,5

1 08,0

95,0

32,9

50,0

1 5,8 1 9,3

2,0 12,8

1 3,9 6,3

22,2 2,8

9,1 1,6

51,5 1,8

zweite Studie

RsD IR

21,7

50,0

33,1 8,2

38,9 6,3

19,5 1 ,8

2 5,0 2,0

50,9 2,8

56,8 '1,8

zweite Studie

RsD IR

1,9

6,5 I,7

4,7 6,3

0,9 4,5

12,6 2,5

18,2 1,3

40,0 1,0

zweite Studie

RSD IR

18,8

54,0

16,0 6,2

1l ,2 4,2

29,1 3,2

1 5,8 1,6

46,1 1,6

45,8 1,1

20,4

20,2

8,5 1 0,1

8,8 1,0

11,4 3,5

11,2 2,2

5,4 '1,5

19.3 1,3

Standard Ames Test

erste Studre

RSD IR

23,9

30,0

5,1 8,5

17,8 5,3

16,6 4,1

13,2 2,3

44,6 2,2

19,3 1 ,3

zweite Studie

NR RSD IR

24,0 41,2

17 ,0 23,5

111,3 6,2 10,4

125,7 25,9 7,4

98,1 15,2 5,8

66,3 0,9 3,9

39,1 8,1 2,3

23,0 30,1 1,4

Salmonella typhimur um Stamm TA100 mit 59 Akt vierung

l\4ini Ames Test Standard Ames Tesl

erste Studie

RSD IR

94

8,8

14,0 5,9

10,8 4,1

12,4 2,9

18,4 2,0

0,0 1,1

7 ,4 1.5

zweite Studie

NR RsD IR

65,5 11 ,9

91,0 11,9

654,0 8,0 1,2

480,7 4,0 5,3

349,0 4,8 3,8

204,0 14,1 2,2

127 ,0 8,5 1 ,4

114,5 16,1 1,3

Salmonella typhimurium Stamm TAl 00 ohne 59 Aktiv erung

Mini Ames Tesl Standard Ames Tesl

erste Studie

NR RSD IR

66,1 9,2

59,5 3,6

448,3 18,3 1 ,5

234,0 11,6 3,9

142,5 3,5 2,4

1 28,5 11,6 2,2

101,0 2,8 1,1

71 ,0 1,8 1,3

zweite Studie

NR RsD IR

18,5 13,5

7 4,0 13,1

450,0 13,1 6,1

369,3 1,3 5,0

186,7 1 8,0 2,5

154,1 9,5 2,1

121 ,0 9,1 1,7

78,3 1 0,3 1,1

2'AA. Aminoanthrazen; NF: Nrtrofluoren; NA: Natriumazid; NR: Anzahl der Revertanten (lVittelwert aus n = 3), RSD: relatrve Standardabweichung v0m l\,4ittelwert
lR: Induktions-Rate, Anzahl der Revertanten pro Probe/Anzahl in der Kontrolle); NK: Negativ Kontrolle; NK-Lösungsmittel: Lösungsmittelkontrol e DN/50

lR fett: lR > 2, Probe wurde als mutaqen bewertet

ren Farbstoffen, wie Acid Blue 62 oder Reac-

tive Yellow B'1 wurden zytotoxische Effekte
beobachtet.
Um die Ergebnisse zu bestätigen und um si-

cherzustellen, dass Zytotoxizität nicht die

mutagenen Effekte maskiert wurden alle

Untersuchungen an Farbstoffen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 2000 und

125 1-tg pro Platte wiederholt. Die genauere

Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung
zergte vergleichbare Resultate wie im ersten
Test mit 1000 ;rg pro Platte. Acid Blue 62

Melliand Textilberichte 4 5/2010 177



ffi

ffi

Textilveredlung

zeigte einen mutagenen Effekt bei 500 und

250 1tg pro Platte; Reactive Yellow B1 war
nicht mutagen.

Mutagenitätsuntersuchungen 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-

färbte Abwasserproben zu bewerten.

Diskussion
Der Mutagenitätstest mi| Salmonella typhi-
murium (Ames Test, OECD 471) ist nach

REACh ein Standardtest zur Untersuchung

mutagener Effekte. Während der Entwick-

lung neuer Chemikalien ist ein erstes Scree-

ning auf Mutagenität entscheidend um Sub-

stanzen, die diese Anforderungen nicht er
füllen nicht weiter zu erforschen. Zusätzlich

gibt es oft nur kleine Mengen der neu ent-

wickelten Chemikalien oder die Substanzen

sind in diesem fruhen Stadium sehr teuer.

Bereits früher wurden Versuche beschrieben

fur "high through-put" Methoden zum

Screening mutagener Eigenschaften (2.8.

Miniscreen test [17], Ames ll Mutagenicity
Assay von Xenometrics, Ames Fluktuattons

Test [18-20]). Flamand et al. [12] beschrei-

ben einen miniaturisierten Ames Platten In-

kooperationstest für ein erstes Screening

von Punktmutationen bei der Entwicklung

neuer Chemikalien. Dieses Protokoll braucht

fünfmal weniger Reagenz und wird in

6-well-Platten durchgeführt. Der Test wird
für alleSalmonellaTesl Stämme als geeignet

beschrieben, auch für 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 routinemäßig für das pre-

screening in der Entwicklung von Arzneimit-
toln oinneqotzt [271

Es wurde uberprüft, ob der Mini Ames Test

auch geeignet ist um die Mutagenität von

Texti lfa rbstoffen zu bewerten.
ln einer vergleichenden Studie mit Positiv-

Kontrollsubstanzen konnte im Standard

Ames Test und im Mini Ames Test mit Salmo'
nella typhimurium Stämmen TA9B und

TA'l 00 gezeigt werden, dass die Ergebnisse

vergleichbar sind. Die Mini Ames Version

zeigte sich als ein geeignetes Hilfsmittel um

Mutagenität von Textilfarbstoffen zu unter-

suchen. Er ist auch geeignet um andere Che-

mikalien und Abwasserproben zu untersu-

chen. Mutagene Substanzen können so

schon zu Beginn eines Entwicklungsprozes-

ses identifiziert werden. Da der Mini Ames

Test jedoch eine leicht geringere Sensitivität

zeigte sollten Proben, die in diesem Test Sys-
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Tabelle 2

lm Ames Test untersuchte Farbstoffe, Daten für Stammlösungen von 2.000 mg/l

Name

Dispersionsfarbstoffe

Disperse Red 1

Disperse Blue 1

Disperse Yellow 1

Rea ktivfa rbstoffe

Reactive Blue 19

Reactive Black 5

Reactive Red 4

Reactive Yellow 81

D rrektfa rbstoffe

Direct Red R

Direct Blue 1

Direct Black 38

5äurefarbstoffe

Acid Blue 62

Acid Red 299

CA5-No.

2812-52-8

241 5-45-8

2832-40-8

2 580-78-1

11059-24-8

1 7681-50-4

59112-78'6

5 73-58-0

261 0-05'1

1931-37 -1

4368-56'3

517 41-47-6

Wasserlöslich keit

teilweise löslich

löslich

suspendierbar

löslich

löslich

lösl ich

löslich

teilweise löslich

lösl ich

lösl ich

lösl ich

lösl ich

cond [pS cm']]

3.6

540

364

860

1513

818

1 986

259

624

111 4

540

288

pfl

qA

7.4

6.6

5.1

4.8

1.2

4.4

9.3

1.0

8.4

5.6

6.8

tem nicht mutagen sind zusätzlich im Stan-

dard Ames Test untersucht werden.

Der große Vorteil des Mini Ames Tests im Ver-

gleich zur Standard Version ist, dass

5 mal weniger Probevolumen benötigt wird,
es wird weniger Verbrauchsmaterial ge-

braucht und der Zeitaufwand ist deutlich (um

etwa 30 %) geringer. lm Standard Ames Test

braucht man z.B. für eine Substanz, die in ei-

nem Stamm getestet wrd 42 Petrischalen. lm

Mini Ames Test werden nur sieben 6-well

Platten benötigt.
Es konnte gezeigt werden, dass mit dem Mini

Ames Test neu entwickelte Farbstoffe und

die Effizient von Abwasser-Behandlungspro-

zessen für eine große Probenzahl kosten-
gunstig bewertet werden können. ffi
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Dieses Prolekt wurde von der Europäischen Kom-

mission, 6. Umweltrahmenprogramm, unterstutzt
(SOPHIED contract NMP2-CT2004-505899).
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