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РЕЗЮМЕ
Введение. Синтетические пищевые красители (ПК) обладают рядом преимуществ по сравнению с натуральными и всё шире используются при про-
изводстве лекарств и пищевой продукции, что усиливает внимание к безопасности их применения. Оценка безопасности ПК предполагает проверку 
на мутагенность в тестах in vitro и in vivo.
Цель работы ‒ определение мутагенной активности четырёх наиболее часто встречающихся в продуктах питания на отечественном рынке 
синтетических ПК из группы азокрасителей (ПаК).
Материалы и методы. Мутагенную активность жёлтого «солнечный закат» FCF, тартразина, понсо 4R и азорубина оценивали в преинкубацион-
ном варианте теста Эймса на тестерных штаммах S. typhimurium ТА1535, ТА100, ТА98, ТА97, ТА102 в диапазоне доз 8‒5000 мкг/ч с добавлением 
в микросомальную активирующую смесь рибофлавина.
Результаты. Не выявлено зависимости частоты ревертантных колоний от концентрации исследуемых красителей, а превышение среднего 
количества колоний на чашку в опытных вариантах над контрольным было менее двукратного, что говорит об отсутствии мутагенного эффекта 
изученных образцов ПаК.
Ограничение исследования. Исследование ограничено изучением мутагенности образцов пищевых азокрасителей в одном тесте, учитывающем 
только генные мутации у бактерий.
Заключение. Жёлтый «солнечный закат» FCF, тартразин, понсо 4R и азорубин не индуцировали генные мутации в тесте Эймса.
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ABSTRACT
Introduction. Synthetic food dyes (FD) have a number of advantages over natural ones and are increasingly used in the production of preparations and food 
products, which in turn increases attention to the issue of their safety. The safety assessment of FD includes testing for mutagenicity in “in vitro” and “in vivo” tests. 
The aim of the work. To determine the mutagenic activity of the four most common synthetic FDs from the azo dyes (PaD) group in food products on the domestic 
market. 
Materials and methods. The mutagenic activity of Sunset Yellow FCF, Tartrazine, Ponceau 4R, and Azorubine was assessed in the preincubation version of the 
Ames test on test strains of S. typhimurium TA1535, TA100, TA98, TA97, TA102 in the dose range of 8–5000 μg/plate with the addition of riboflavin to the 
microsomal activating mixture. 
Results. No dependence of the frequency of revertant colonies on the concentration of the studied dyes was found, and the excess of the average number of colonies 
per dish in the experimental variants over the control was less than twofold, which indicates the absence of a mutagenic effect of the studied FaD samples. 
Limitations. The study is limited to examining the mutagenicity of food azo dye samples in a single test that takes into account gene mutations in bacteria.
Conclusion. Sunset Yellow FCF, Tartrazine, Ponceau 4R, and Azorubinе did not induce gene mutations in the Ames test. 
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Введение
Синтетические пищевые красители (ПК) обладают ря-

дом преимуществ по сравнению с натуральными. Высокая 
стабильность окрашивания продукции, широкая палитра 
оттенков, низкая себестоимость способствуют их активно-
му применению в различных областях промышленности, 
в том числе пищевой, косметической и фармацевтической. 
Основная функция ПК – повышение привлекательности 
продукции, а в составе лекарственных препаратов ещё и об-
легчение идентификации (обозначение дозировки и принад-
лежности к терапевтической группе). Несмотря на довольно 
длительное и широкое использование при производстве ле-
карств и пищевой продукции разрешённых синтетических 
ПК, появляются сообщения об их нейротоксическом, ал-
лергенном и другом неблагоприятном воздействии на здо-
ровье человека [1‒4].

Оценка безопасности ПК включает проверку на мутаген-
ность и генотоксичность в тестах in vitro и in vivo, комбина-
ция которых позволяет определить три типа мутаций: генные, 
хромосомные и геномные [5]. Метод учёта обратных мутаций 
на бактериях (тест Эймса)* входит в базовую батарею тестов 
по изучению генотоксического потенциала веществ и являет-
ся обязательным для всех пищевых добавок [5].

Цель работы ‒ определение мутагенной активности 
в тесте Эймса четырёх наиболее часто встречающихся в про-
дуктах питания на отечественном рынке синтетических ПК 
из группы азокрасителей (ПаК).

Материалы и методы
Исследовали образцы ПаК производства Roha Dyechem 

PVT. LTD (Индия), соответствующие стандартам Директи-
вы Комиссии Европейского союза 2012/231/ЕС [6]:

1. жёлтый «солнечный закат» FCF (Е110) (далее ЖСЗ), 
чистота 90,46%;

2. тартразин (Е102), чистота 88,37%;
3. понсо 4R (Е124), чистота 83,11%;
4. азорубин (Е122), чистота 91,41%.
Протокол теста Эймса* рекомендует при исследовании 

азокрасителей и диазосоединений применять альтернатив-
ные методы: в дополнение к традиционной схеме тестирова-
ния для облегчения восстановления азосвязей с высвобож-
дением ароматических аминов использовать редуцирующую 
систему метаболической активации путём добавления ри-
бофлавина (РФ) или флавинмононуклеотида (ФМН) в ва-
рианте с преинкубацией [7, 8].

ПаК растворяли в воде и стерилизовали фильтрацией 
через фильтры Millipore с диаметром пор 0,22 мкм. Каждый 
краситель исследовали в пяти концентрациях: 8; 40; 200; 
1000 и 5000 мкг на чашку Петри (мкг/ч).

Способность ПаК индуцировать генные мутации оце-
нивали в стандартном и модифицированном тесте Эймса 
с использованием двойной активации: в отличие от обще-
принятой прописи в состав микросомальной активиру-
ющей смеси (МАС) вводили 20 мМ глюкозо-6-фосфата, 
2 мМ НАДН и 2 мМ РФ на 1 мл смеси [7, 8]. В варианте 
с метаболической активацией (СМ+) в пробирки вносили 
0,5 мл МАС, 0,1 мл соответствующей концентрации кра-
сителя и 0,1 мл культуры бактерий Salmonella typhimurium.  
Смесь инкубировали 20 мин при температуре плюс 37 °С  
без встряхивания для снижения аэрации в смеси и усиле-
ния азовосстановления красителя [8], переносили в про-
бирки с 0,7%-м селективным полуобогащённым агаром, 
перемешивали и равномерно распределяли на слой ниж-
него агара на чашках Петри. Учёт результатов на автома-
тическом счётчике колоний InterScience Scan 500 выпол-
няли через 48 ч инкубации при температуре плюс 37 °С.  
Эксперименты проводили на пяти тестерных штаммах  

S. typhimurium, регистрирующих мутации разного типа: 
ТА1535 и ТА100 (замена пар оснований), ТА98 (сдвиг рамки 
считывания генетического кода, выпадение нуклеотида), 
ТА97 (сдвиг рамки считывания генетического кода, встав-
ка нуклеотида) и ТА102 (перекрёстные сшивки). В качестве 
отрицательного контроля использовали дистиллирован-
ную воду (Н2О). Положительным контролем служили стан-
дартные мутагены: азид натрия (10 мкг/ч) ‒ для штаммов 
ТА100 и ТА1535; 2-нитрофлуарен (10 мкг/ч) ‒ для штамма 
ТА98; 9-аминоакридин (50 мкг/ч) ‒ для штамма ТА97, ми-
томицин С (10 мкг/ч) – для штамма ТА102. Для контроля 
активности МАС использовали этидиум бромид (10 мкг/ч) 
на штамме ТА98.

Мутагенный эффект учитывали при наличии статисти-
чески значимого зависящего от дозы эффекта и при увели-
чении среднего количества колоний ревертантов на чаш-
ку опытного варианта над контрольным в два и более раза 
в качестве критерия биологической значимости результатов 
[9]. Статистическую обработку экспериментальных данных 
проводили методами множественных сравнений Даннета 
и ранговой корреляции Спирмена в программе Statistica 10 
for Windows (StatSoft Inc., США). Значимыми считали раз-
личия при р ≤ 0,05.

Результаты
Результаты экспериментов модифицированного теста 

Эймса представлены в таблице. Количество колоний ревер-
тантов в контроле с растворителем было в пределах колеба-
ний спонтанного уровня для каждого штамма. Стандартные 
мутагены для соответствующих штаммов дали ожидаемый 
мутагенный ответ. Не выявлено зависимости частоты ревер-
тантных колоний от дозы исследуемых красителей, а пре-
вышение среднего количества колоний на чашку в опыт-
ных вариантах над контрольным было менее двукратного, 
что говорит об отсутствии мутагенного эффекта изученных 
образцов ПаК. В варианте без добавления РФ эффект также 
отсутствовал (данные не приводятся).

Обсуждение
Азокрасители ‒ наиболее широко распространённый 

класс (более 60%) синтетических красителей [10], получае-
мых из продуктов нефтепереработки, имеют в составе одну 
или несколько азогрупп, связывающих ароматические коль-
ца, и другие функциональные группы. При попадании в ор-
ганизм азосоединения восстанавливаются азоредуктазами 
кишечной микрофлоры и, в меньшей степени, ферментами 
цитозольной и микросомальной фракций печени [11]. Не-
которые штаммы кишечной микрофлоры способны восста-
навливать азосвязи с образованием исходных ароматических 
аминов и новых метаболитов, которые могут обладать гено-
токсическим потенциалом [12, 13]. В исследованиях по изу-
чению мутагенного эффекта метаболитов тартразина и ЖСЗ 
после перорального введения красителей крысам экстракты 
фекалий проявляли воспроизводимую дозозависимую мута-
генную активность на штамме ТА100 Salmonella typhimurium 
[14, 15], а моча ‒ на штамме ТА98 [16] в присутствии МАС.

Для оценки мутагенного действия азосоединений в тесте 
Эймса в дополнение к стандартной процедуре их обрабаты-
вают ферментами микроорганизмов в анаэробных условиях 
[11, 17] или моделируют процесс восстановления азосвязи 
под влиянием микрофлоры кишечника путём добавления 
рибофлавина или флавин-5ʹ-мононуклеотида в варианте 
с преинкубацией [7, 8]. Ещё один вариант облегчения азо-
восстановления ‒ дополнительная обработка красителей 
дитионитом натрия [18].

По литературным данным, оценка мутагенной активно-
сти исследуемых ПаК проводилась с применением разного 
количества индикаторных штаммов (от 1 до 6), в том числе 
редко используемых в настоящее время (ТА1537, ТА1538, 
ТА92, ТА94) и не входящих в стандартную панель культур, 
перечисленных в нормативном документе*, при максимальных 

*  ГОСТ 32376–2013. Межгосударственный стандарт. Методы 
испытания по воздействию химической продукции на организм 
человека. Метод оценки обратных мутаций на бактериях; 2013.
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концентрациях от 10 до 10 000 мкг/ч, как в стандартных ва-
риантах постановки теста Эймса (метод введения вещества 
на чашку, преинкубационный тест, флуктуационный тест), 
так и с применением описанных выше альтернативных про-
токолов.

ЖСЗ не индуцировал генные мутации у индикаторных 
бактерий Escherichia coli WP2 uvrA и S. typhimurium в флуктуа-
ционном варианте теста Эймса в концентрациях до 1000 мкг/ч 
[19, 20]. Не проявлял мутагенности при введении вещества 
на чашку в максимальных концентрациях 100‒10 000 мкг/ч 
с МАС и без неё на штаммах S. typhimurium TA1535, TA1537, 
TA1538, TA98, TA100 [17, 18, 20‒23], в том числе с преинку-
бацией [24‒26]. Анаэробная преинкубация (16 ч, температу-
ра плюс 37 °С) не способствовала проявлению мутагенных 
свойств ЖСЗ в концентрации до 1000 мкг/ч [23].

Не было зарегистрировано положительного эффек-
та от водного раствора ЖСЗ (до 3000 мкг/ч, СМ– и СМ+) 
на штаммах S. typhimurium ТА98, ТА100, ТА1535 и TA1537 
с преинкубацией и добавлением ФМН [18] для облегче-
ния азовосстановления. Добавление РФ в преинкубацион-
ную смесь, химическое восстановление ЖСЗ дитионитом 
или анаэробная преинкубация с экстрактом бактериальных 
ферментов слепой кишки крысы и ФМН с фракцией S9 
не придавали мутагенной активности красителю при испы-
тании на штаммах ТА98 и ТА100 в концентрации до 1 мкМ 
[26]. И только эфирные экстракты водного раствора ЖСЗ 
и эфирные экстракты восстановленного дитионитом натрия 
красителя были мутагенны в тесте Эймса на штаммах ТА100 
и ТА98 в варианте с метаболической активацией в самых 
высоких концентрациях (250 мг-экв или более), что указы-
вает на наличие низких уровней экстрагируемых эфиром 
мутагенных примесей [18].

Анаэробно восстановленные выделенными из кишеч-
ника человека штаммами Clostridium spр. метаболиты ЖСЗ 
в концентрациях до 200 мкг/ч, а также до 300 мкг/ч после 
экстракции этилацетатом не проявляли мутагенной актив-
ности при тестировании на штаммах ТА98 и ТА100 с экзо-
генной метаболической активацией или без таковой [17]. 
Немутагенный на штаммах S. typhimurium ТА98, ТА100 
и ТА102 в чашечном тесте без метаболической активации 
ЖСЗ (Великобритания, чистота 85%) после бактериально-
го восстановления азокрасителя (инкубация с суспензией 
клеток Enterococcus faecalis) и добавления внеклеточных ак-
цепторов электронов ФМН и РФ проявил генотоксичность 
на штамме ТА102 [11].

Тартразин в тесте Эймса с использованием разного набо-
ра штаммов S. typhimurium, в том числе TA1535, TA100, TA98, 
и в различных стандартных условиях эксперимента в мак-
симальных концентрациях 200‒10 000 мкг/ч [17‒20, 23‒28] 
не проявил мутагенной активности. В тесте оценки обратных 
мутаций на бактериях (штаммы S. typhimurium и E. coli) с до-
бавлением МАС не выявлено генотоксичности 21 пищевого 
красителя различных торговых марок с содержанием тартра-
зина от 8,5 до 35% в концентрациях до 5000 мкг/ч [29].

При испытании тартразина в тесте Эймса на штаммах 
S. typhimurium ТА98, ТА100 и ТА97 без метаболической акти-
вации в диапазоне концентраций 10‒1000 мкг/ч наблюдали 
достоверное трёхкратное увеличение количества ревертант-
ных колоний по сравнению с отрицательным контролем 
на штамме ТА98 с токсичностью при самой высокой 
концентрации образца красителя [30]. Водный раствор 
тартразина в объёме 100 мкл/ч (концентрация красителя 
не указана) проявил слабую мутагенную активность в от-
ношении штаммов S. typhimurium ТА98 и ТА100 в вариан-
тах СМ– и СМ+ стандартного чашечного метода [31].

Раствор тартразина (Sigma-Aldrich, 85%) в концентрации 
5340 мкг/ч и растворы, полученные после УФ-облучения 
(315–400 нм), не проявили мутагенной активности в отно-
шении штаммов S. typhimurium ТА98 и ТА100 (СМ–, СМ+) 
[32]. Тем не менее негенотоксичный тартразин (Fluka) 
проявил мутагенные свойства в диапазоне концентраций 
0,001‒0,1 мМ в тесте Эймса на штаммах S. typhimurium ТА97 

и ТА100 (СМ–, СМ+) и ТА1538 (СМ–) [33] после воздей-
ствия видимого света (длины волн 380 и 450 нм ‒ 10 и 90% 
соответственно). Увеличение времени облучения и кон-
центрации тартразина приводило к усилению мутагенно-
сти, как и преинкубация в течение 30 мин при температуре 
плюс 37 °C перед облучением.

Продукты восстановления красителя после инкубации 
с Clostridium spр. в концентрациях до 200 мкг/ч и в концен-
трациях до 300 мкг/ч после экстракции этилацетатом не про-
являли мутагенной активности на штаммах S. typhimurium 
TA98 и TA100 как в варианте с метаболической активацией, 
так и без неё [17].

При исследовании водного раствора тартразина и его 
эфирного экстракта в стандартном чашечном варианте теста 
Эймса до 10 000 мкг/ч, а также водного раствора в варианте 
с азовосстановлением ФМН и преинкубацией были полу-
чены отрицательные результаты на штаммах S. typhimurium 
ТА98, ТА100, ТА1535 и TA1537 [18]. Только эфирные экс-
тракты восстановленного дитионитом натрия красителя 
были мутагенны на штамме ТА98 в варианте с метаболиче-
ской активацией на самой высокой дозе.

Анаэробная преинкубация (16 ч, температура плюс 37 °С) 
или химическое восстановление тартразина дитионитом на-
трия не привели к проявлению мутагенных свойств красите-
ля в концентрации до 1000 мкг/ч [23]. Как и в случае с ЖСЗ 
в работе [26], при добавлении РФ в преинкубационную 
смесь, химическом восстановлении тартразина дитионитом 
или анаэробной преинкубации с экстрактом бактериаль-
ных ферментов слепой кишки крысы и ФМН с фракцией 
S9 продукты трансформации красителя не были мутагенны 
на штаммах ТА98 и ТА100 в концентрации до 1 мкМ/ч.

Понсо 4R или его метаболиты в дозе 1000 мкг/ч в флук-
туационном варианте теста на штаммах E. coli WP2 uvrA и S. 
typhimurium ТА1538 [19] при введении вещества на чашку 
на штаммах S. typhimurium ТА100 и ТА98 и на использо-
ванных ранее штаммах в максимальных концентрациях 
до 3000‒5000 мкг/ч с преинкубацией [24, 25, 34] и без та-
ковой до 10 000 мкг/ч (чистота 86,9%) [35] не проявил му-
тагенной активности. Модификация теста с преинкубацией 
без встряхивания и с добавлением ФМН [35], как и облуче-
ние раствора красителя ультрафиолетовым светом (макси-
мальная пиковая длина волны 350 нм) при постоянном пе-
ремешивании в течение двух недель [34], не способствовали 
появлению мутагенных свойств понсо 4R.

При испытании водного раствора смеси ЖСЗ и понсо 
4R до 100 мкл/ч выявлена высокая зависимая от дозы мута-
генная активность на штаммах S. typhimurium ТА98 и ТА100 
(СМ+ и СМ–) методом введения вещества на чашку [31]. 
Мутагенная активность водного 0,02%-го раствора понсо 
4R (Roha, Индия) зафиксирована на штаммах S. typhimuri-
um ТА98, ТА97 и ТА100 в вариантах эксперимента без до-
бавления и с добавлением МАС [36]. Зарегистрирован до-
зозависимый положительный эффект понсо 4R с более 
чем двукратным превышением числа колоний ревертантов 
над контролем в концентрациях 100 и 1000 мкг/ч на штамме 
ТА100 без МАС [37].

Азорубин и его метаболиты не проявили мутагенных 
свойств в различных вариациях стандартной постановки те-
ста Эймса в максимальных концентрациях 500–3000 мкг/ч 
[11, 19, 23, 34]. В этих же исследованиях не было продемон-
стрировано положительного эффекта и после предваритель-
ной азоредукции красителя с помощью дитионита натрия 
или анаэробной инкубации (16 ч, температура плюс 37 °С) 
на штаммах S. typhimurium TA1535, TA100, TA1537, TA1538, 
TA98 [23], бактериального восстановления азорубина и до-
бавления ФМН и РФ на штаммах ТА98, ТА100 и ТА102 [11], 
а также при облучении раствора красителя ультрафиолето-
вым светом (максимальная пиковая длина волны 350 нм) 
при постоянном перемешивании в течение двух недель 
на штаммах TA100 и TA98 в концентрации 3000 мкг/ч [34]. 
Однако водный раствор азорубина и его метаболиты про-
явили слабую мутагенную активность в отношении штам-
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S. typhimurium ТА98 в варианте с метаболической активаци-
ей достигали 15 раз [39]. Следует отметить, что один из об-
разцов красителя (чистота 92%), в дальнейшем очищенный 
до 99,9%, не был мутагенным. Эфирные экстракты вос-
становленных дитионитом натрия образцов азокрасите-
ля «красный очаровательный» от пяти компаний-произ-
водителей различались по уровню мутагенного эффекта  
до 22 раз (исходные образцы азокрасителя не были мута-
генны), а разные партии красителя одного производителя 
показали трёхкратное различие в минимальных концентра-
циях, вызывавших достоверный мутагенный эффект [18]. 
Вероятно, эти различия подразумевают наличие разных 
примесей или их количеств, присутствующих в испытанных 
партиях красителей.

Проведённое нами исследование ограничено экспе-
риментами в одном тесте, учитывающем только генные 
мутации. Говорить о полном отсутствии генотоксической 
активности испытуемого образца можно только в совокуп-
ности с другими рекомендованными исследованиями in vitro 
и in vivo. Некоторые из изученных нами образцов ПаК про-
явили цитогенетическую активность в микроядерных тестах 
на клетках млекопитающих in vitro и in vivo [40‒44].

Заключение 
Пищевые красители тартразин, жёлтый «солнечный за-

кат» FCF, понсо 4R и азорубин в преинкубационном вари-
анте теста Эймса с двойной активацией в диапазоне кон-
центраций 8‒5000 мкг/ч не индуцировали генных мутаций 
на тестерных штаммах Salmonella typhimurium ТА1535, ТА100, 
ТА98, ТА97 и ТА102 без системы двойной метаболической 
активации и в её присутствии.

мов S. typhimurium ТА98 и ТА100 в чашечном варианте теста 
Эймса при самой высокой концентрации 100 мкл/ч [31].

Таким образом, экспериментальных работ по оценке му-
тагенной активности четырёх изученных нами ПаК не так 
много (в основном это данные 80-х годов XX века), и резуль-
таты их не всегда сопоставимы.

Известно, что наличие определённых функциональных 
групп или их сочетание отвечает за мутагенность разных 
классов красителей [38]. Мутагенные азокрасители в основ-
ном ограничены соединениями, имеющими в своей струк-
туре бензидиновые и п-фенилендиаминовые фрагменты, 
мутагенная активность которых снижается при сульфиро-
вании, карбоксилировании и дезаминировании. Сульфи-
рование всех функциональных групп ароматических колец 
красителя (как в большинстве разрешённых пищевых азо-
красителей) снижает потенциал красителя метаболизиро-
ваться в жирорастворимый ароматический амин и устраняет 
генотоксичность [38].

Исследуемые нами ПаК относятся к сульфированным 
моноазосоединениям, поэтому различия в результатах опы-
тов отдельных экспериментаторов, а именно отсутствие 
эффекта или положительные (хоть и редкие) результаты 
на разных штаммах (регистрирующих мутации разного 
типа) и вариантах опытов (в присутствии или без добавле-
ния МАС), могут свидетельствовать о мутагенности не са-
мого вещества или его метаболитов, а содержащихся в нем 
примесей, образующихся, возможно, в процессе производ-
ства, хранения или транспортировки партий красителей.

Так, показательны экспериментальные исследования 
в рамках одной лаборатории. Различия в кратности пре-
вышения фона между образцами синтетического краси-
теля индиго разных компаний-производителей на штамме  
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