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Uber das Vorkommen yon Canavanin 
in heimischen Pflanzen* 

V o n  

J. Mannhalter 1 und It. Michl 
Aus dem Chemisehen Ins t i tu t  der Hoehsehule ffir Bodenkultur,  Wien, 

0sterreich 

Mit 2 Abbildungen 

(Eingegangen am 18. Md, rz 1974) 

Occurrence o] Canavanine in Austrian Cultivars 

Seeds of 20 species and cultivars of legumes, growing in 
Austria,  were examinated for the arginin antagonist  canava- 
nine. Species of practical  importance for food and feed were 
essentially low (less than  0.04%) or void of this amino acid. 
Only excessive feeding of Medieago sat iva (0.6% canavanine in 
seeds) or Vieia villosa (1-2%) may  detoriate the metabolism. 
The datas  are in accordance with the chemical t axonomy of 
Turner, Harborne and Bell for legumes. On the other hand, the 
occurrence of small amounts of eanavanine in Allium cepa 
(onion), a Lil iaeete,  proves tha t  the genetic factors for the bio- 
synthesis of eanavanine are not  confined to Papilionoideae but  
have a wider distribution. 

Die Aminos/~ure Canavan in  un te rsehe ide t  sich von Argin in  nur  
du tch  den Ersa t z  der  Methy lengruppe  (C-Atom 5) du tch  eine Sauer-  
stoffbrt ieke.  Auf Grund  dieser s t ruk tu re l l en  J~hnliehkeit  k a n n  Canavan in  
zahlreiehe Stoffweehselvorgs des Arginins  beeinflussen und  Ms 
A n t i m e t a b o l i t  dieser Aminos/~ure aufgefagt  werden 2, a, 4 

Canavanin  gi l t  als typisehes  S y a t h e s e p r o d u k t  der  Sehmet ter l ings-  
bl i i t ler  (Papi l ionoideae  bzw. Fabo ideae ,  Lotoideae) ,  einer  Unte r fami l i e  
der  Leguminosen.  Naeh  einer Aufs te l lung yon Turner und  Harborne 5 

bzw. Bell 6 wurden  in rund  60% der  540 (von 12 000) un te r sueh ten  
Ar t en  Canavan in  gefunden.  Der  Naehweis  erfolgte meis t  ohne Vor- 
anre ieherung mi t te l s  der  F a r b r e a k t i o n  mi t  A m m o n i u m - d i n a t r i u m -  
p e n t a e y a n o a m m i n f e r r a t ( I I )  (Ammonium-d ina t r i umprus s i a t ,  ,,Fearons 

I~eagens")L I m  folgenden sol l ten Samen  in {)sterreieh v o r k o m m e n d e r  
Leguminosena r t en  und  -soften, vor  a l lem solehe yon  wir t sehaf t l ieher  

* t Ie r rn  Prof. Dr. O. HoHmann-Ostenho] zum 60. Geburts tag gewidmet. 
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Bedeutung,  qual i ta t iv ,  bzw. Medicago sa t i r e  (Luzerne) und  Vicia 
villosa (Zottelwicke, Winterwicke) quan t i t a t i v  in  ruhendem u n d  an- 
gekeimtem Zus tand  un te rsuch t  werden. Ebenso wurde frfiheren Hin-  
weisen auf des Vorkommeit  von  Canavan in  in Liliengew~chsen s nach- 
gegangen. Zur  ErhShung  der Sicherheit des Nachweises muBten elek- 
trophoretische und  chromatographische Verfahren ffir Canavan in  und  
eventuel le  Abbauproduk te  adapfier t  und  durch mikrobiologischc 
Methoden erg~inzt werden. 

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

~-Canavaninsul]at: Sigma C 88 941, Lob CA 078. Dieses Pr/iparat verhielt 
sich bei allen chromatographischen und elektrophoretischen Tests einheitlieh. 

L-Canalindipikrat: Sigma C0510, Lot 92 C-1910. Zersetzungspunkt 
190--194 ~ Nach Freisetzen des Canalins mit  H2SO4--Ba(OI-I)29 traten 
zwei nahezu gleich starke Fleeken bei der Papierchromatographie (Papier 
Whatman  3 MM) auf. Ihre RF-Werte in n -Butanol :E isess ig :Wasser  = 

4 : 1 : 5  (v/v/v) waren 0,35 und  0,43, wobei der langsamer wandernde 
Fleck dem Canalin entsprach. 

Ammonium-dinatrium-pentacyanoammin]errat(II): Fluka 09710. 
Pepton: Oxoid Nr. L 37, Batch 1367790; das Produkt enthielt nach 

Firmenangaben 5,43% Arginin. 
Na.Penicillin G: Biochemie G. m. b. H., Kundl,  Osterreich. 
Alle anderen Chemikalien waren Produkte der Fa. Merck. 
Samen: Diese wurden z. T. im ttoehschulgarten gesammelt, z. T. hande]te 

es sieh um handelsiibliehe Produkte der Samenfachgesch/~fte T. Wenisch und 
Gebr. Boschan, Wien. Fiir wertvolle Ratschl/~ge danken wir Prof. Dipl.-Ing. 
Dr. J. Weindlmayr (Vorstand des Inst i tutes fiir landwirtsch. Pflanzenschutz 
und forstliche Phytopathologie) und Dipl.-Ing. Dr. W. Ruclcenbauer (Inst. f. 
Pflanzenbau und Pflanzenz/iehtung). 

Zwiebel: Ffir Zwiebel (A]lium cepa, Sorte Globe F1 Harris) danken wit der 
H6heren Bundeslehr- und Versuchsanstalt fiir Gartenbau, fiir Knoblaueh 
(Allium sativum, Stamm 4, 1972) dem Ins t i tu t  fiir Pflanzenbau und Pflanzen- 
ziichtung. 

Anzucht der Samen: Diese erfolgte naeh Standardmethoden 10 bis zu einer 
Keimdauer yon 10 Tagen; die Probenentnahme erfolgte alle 48 Stdn. 

Au/bereitung: Naeh Zerkleinern im Mixer bei 0 ~ Gefriertroeknen und 
Entfe t ten  durch _Atherextraktion im Soxhlet wurden die Aminos/~uren und  
Begleitstoffe m i t  50proz. Alkohol herausgel6st. Dabei wurden 5 g des 
lyophilisierten und  entfetteten Materials je 3mal mit  50 ml des Alkohol- 
gemisches behandelt. Die vereinigten Extrakte wurden im Rotationsver- 
dampfer bei 40 ~ auf wenige ml eingeengt. Nach Ans/~uern auf p i t  2 und 
Zentrifugieren adsorbierte man die Aminosauren an eine I)owex 50 W • 8- 
S/~ule (1,2• era) und  eluierte mit  2n-NHa bis zur ninhydrinnegativen 
Ttipfelreaktion. Naeh neuerlichem Einengen wurde die L6sung zur Analyse 
verwendet. 

Nachweis und Bestimmung des Canavanins: Die Abtrennung yon den 
anderen Aminos/iuren erfolgte durch Hoehvoltelektrophorese in Tris~HC1- 
Puffer yon p i t  8,211 bei 55 V/em, 4 ~ i Stde. Der RLys-Wert (kerr.) des 
Canavanins lag bei 0,10, der yon Canalin bei 0,00. 
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Fallweise wurde auch Papierehromatographie (~u 3 NtM) mit 
n-Butanol : Eisessig : Wasser = 4 : 1 : 5 verwendet: RF des Canavanins 
0,07 ; des Canalins 0,35. Die Anf/~rbung erfolgte unter  anderem mit ,,Fearon8 
Reagens ''7 [lproz. (w/v) L6sung yon Ammonium-dinatr ium-pentacyano- 
amminferraV(II) in Phosphatpuffer nach S6rensen, pI~I 7,0] oder Ninhydrin 
(0,2% in Aceton). Nach dieser Aufbereitung lag die Naehweisgrenze bei 
3- -4  txg Canavanin. Die quant i ta t iven Bestimmungen erfolgten entweder 
naeh Archibald 1~ oder im AminosfiureanMysator. 

Bestimmung im Aminos(tureanalysator: Verwendet wurde ein Beckman 
Uniehrom Ger/~t~. Zur Abtrennung des Canavanins yon den anderen basisehen 
Aminosguren wurde die Fiillh6he der kurzen S/iule auf 22--24 em verl/ingert. 
AIs Austauseher wurde ein Beckman Custom l~eseareh Resin PA-35 ver- 
wendet ; die Sgulentemp. lag bei 55 ~ der Druek bei 6 a~/i. Aus Testgemisehen 
wurden die Eltrgionszei~en (Elutionsmittel:  0,35n-Na-Citratpuffer, pH 5,28) 
und die ,,F1/iehenfaktoren" (d. h. eine der F1/~ehe des ,,peak" von 1 ~Mol 
Aminosgure entsprechende Zahl) ermittelt (Tab. 1). 

Tabelle 1 

Aminos/~ure Elutionszeit, Min. Fl~,ehenfaktor 

Lysin 77 28,11 
J-Iistidin 85 21,66 
Ammoniak 97 
Canavanin 117 25, 70 
Arginin 163 15, 56 

Canalin kann zusammen mit den neutralen Aminosiiuren (vgl. aueh 
elektrophoretisches Verhalten) auf der langen Sfiule bestimmt werden. Es 
wandert dabei etwas langsamer als Alanin. 

Ergebnisse der Bestimmungen yon Vieia villosa und Medieago sativa siehe 
Abb. 1 und Abb. 2. 

Agardi//usionstest: HemmhSfe werden in fiblieher Weise ~3 auf den mit  
Mikroorganismen beimpften Plat ten (lurch die yon Filterpapierplgttchen 
aufgesaugten LSsungen bewirkt. Als Testorganismen wurden auf Sehr/igagar 
(Eugonagar vera 45,4 g/l) 48 Stdn. bebr/itete St/imme yon Bacillus subtilis, 
Eseheriehia coli, Sareina lutea und Saecharomyees eerevisiae verwendot. 

Ffir die Plat ten wurde folgender N/ihragar unter  sorgf/iltiger Kontrolle 
des Arginingehaltes beniitzt:  

Pepton 15,6 g 
NaC1 5,6 g 
~-Glucose 1,0 g 
Agar-Agar 12,0 g 

Mit aq. dest. ad 1000 ml 

10 ml der fertigen N/~hrl6sung enthielten 8,48 mg Arginin, yon denen 
8,47 mg vom Pepton und etwa 0,01 mg yore Agar kamen. Innerhalb yon 
:?,4 Stdn. wurde Saeeharomyces eorevisiae nicht, Eseheriehia eoli nu t  goring- 

57* 
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ftigig von 13 mg Canavanin pro ml gehemmt. Bei Sarcina lutea und Bacillus 
subtilis entsprach die I-Iemmung von ] 3 mg Canavanin pro ml etwa der yon 
5 Einheiten Na-Penicillin G. 
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Abb. 1, Medicago sa,tiva, Vers des CanavaningehMtes w/~hrend der 
Keimung (in 10-~%) 
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Abb, 2. Vicia villosa, Ver~nderung des Canavaningehaltes w/ihrend der 
Keimung (in 10-2%) 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

I n  der vor l iegenden Arbe i t  wurden  20 in 0s t e r re i ch  behe ima te t e  
bzw. gebau te  Leguminosen  auf ihren C~navaningeha l t  un tersueht .  
I m  Gegens~tz zu anderen  Au to ren  erschien uns eine en tsprechende  
Vorbehand lung  der  P f l a n z e n e x t r a k t e  und  eine Isol ierung des Canavanins  
fiir einen e inwandfre ien  Nachweis  unerl~Blich, Die Ergebnisse  zeigt  
Tab.  2. 

Auf G r u n d  dieser Ergebnisse  k a n n  fes tges te l l t  werden,  d~[$ die 
Ge iahr  einer  Canavan inverg i f tung  bei den  als N a h r u n g s m i t t e l  ver-  
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Tabelle 2 

Familie LEGUMINOSAE 

Unterfamilie CAESALPINOIDEAE 
Tribus CAESALPINIEAE 

GLEDITSIA triacanthos 

Tribus BAUHINIEAE 
CERCIS siliquastrum 

Un~erfamilie PAPILIONOIDEAE 

Tribus GENISTEAE 
LABURNUM anagyroides 
LABURNUM alpinum 

Tribus ASTRAGALEAE 
ROBII~IA pseudocacia 

Tribus TRIFOLIEAE 
MEDICAGO sativa, Luzerne 

Tribus FABEAE 
VICIA sativa, Sommerwicke 
VICIA villosa, Winterwicke 
VICIA faba, Pferdebohne 
PISUM averne, Futtererbse 
PISUM sativum, var. vulgare, AuslSseerbsen 

Sorte Allerfrfiheste Mai 
PISUM sativum, var. medullare, Markerbsen 

Sorte Wunder von Amerika 
PISUM sativum, var. saccharatum, Zuekererbsen 

Sorte Friihe ]:leinrieh 
LATI-IYRUS odoratus, Edelwieken ~, 

Sorte Burpee's Orange 

Tribus PHASEOLEAE 
GLYCIINTE max., Sojabohne 
PFfASEOLUS vulgaris, var. nanus, Buschbohnen 

Sorte Amethyst 
PHASEOLUS vulgaris, var. nanus, Buschbohnen 

Sorte Waohs Beste yon allen 
PIIASEOLUS vulgaris, var. vulgaris, Stangenbohnen 

Sorte Haubner's Islebia 
PHASEOLUS vulgaris, var. vulgaris, Stangenbohnen 

Sorte Waehs Bei~qer Butter 
PHASEOLUS eoceineus, Feuerbohnen 

Sorte Weif3e Riesen = Emerge 

W- 

W 

wendeten Leguminosen nicht und bei den als Fut termit tel  gebr/~uch- 
lichen nur bei einseitiger Verfiitterung yon Luzerne (Medicago sativa) 
oder einer bestimmten Wiekenart  (Vicia villosa) gegeben ist. 

Der Can~wningehalt  dieser Sehmetterlingsbliitler nahm nach 
dem Ankeimen st/indig ab. So ging beispielsweise der Canavaningehalt 
yon Medieago sativa innerhalb yon 10 Tagen yon 0,6% auf 0,1% zu- 
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riick. Samen, die CanavanilI in dieser GrSBenordnung enthalten, be- 
niitzen es offenbar als Stickstoffspeicher, wobei es einerseits wegen 
des h6heren Stickstoffgehaltes (50~o mehr N pro Mol als Asparagin), 
andererseits wegen seiner toxischcn Wirkung gegen Mikroorganismen 
und Tiere dem sonst als Stickstoffspeicher verwendeten Asparagin 
iiberlegen ist. Derartige Mengen an Canavanin wurden bisher nur bei 
Schmetterlingsbtiitlern (Papilionoideae), einer Unterfamilie der Le- 
guminosen, gefunden. 

Dai3 die F/~higkeit zur Canavaninbildung aber weiter verbreitet  
ist, als man bisher annahm, zeigt die Tatsaehe, dab auch in einem 
Liliengews ngmlieh in der gew6hnlichen Zwiebel (Allium eepa), 
2 - -2 ,5-10-4~o Canavanin nachgewiesen werden konnte. Die vor- 
herrschende Annahme, die fiir die Biosynthese des Canavanins erfor- 
derlichen genetischen Faktoren h/~tten sich erst w/~hrend der Evolu- 
tion der Schmetterlingsbliitler entwickelt, miigte also fallengelassen 
oder dahingehend modifiziert werden, dab sie bei der Evolution der 
h6heren Pflanzen viel friiher entstanden sind oder aber Parallelent- 
wicklungen auftraten. 
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