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Uber das Vorkommen von Canavanin
in heimischen Pflanzen*

Von

J. Mannhalter! und H. Michl

Aus dem Chemischen Institut der Hochschule fir Bodenkultur, Wien,
Osterreich

Mit 2 Abbildungen
( Bingegangen am 18. Mdrz 1974)

Occurrence of 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 0.049,) or void of this amino acid.
Only excessive feeding of Medicago sativa (0.69%, canavanine in
seeds) or Vieia villosa (1-29%) may detoriate the metabolism.
The datas are in accordance with the chemical taxonomy of
Turner, Harborne and Bell for legumes. On the other hand, the
occurrence of small amounts of canavanine in Allium cepa
(onion), a Liliacexe, proves that the genetic factors for the bio-
synthesis of canavanine are not confined to Papilionoideae but
have a wider distribution.

Die Aminosdure Canavanin unterscheidet sich von Arginin nur
durch den Ersatz der Methylengruppe (C-Atom 5) durch eine Sauer-
stoffbriicke. Auf Grund dieser strukturellen Ahnlichkeit kann Canavanin
zahlreiche Stoffwechselvorginge des Arginins beeinflussen und als
Antimetabolit dieser Aminosdure aufgefalt werden? 3 4.

Canavanin gilt als typisches Syntheseprodukt der Schmetterlings-
bliitler (Papilioncideae bzw. Faboideae, Lotoideae), einer Unterfamilie
der Leguminosen. Nach einer Aufstellung von Turner und Harborne®
bzw. Bell® wurden in rund 609, der 540 (von 12 000) untersuchten
Arten Canavanin gefunden. Der Nachweis erfolgte meist ohne Vor-
anreicherung mittels der Farbreaktion mit Ammonium-dinatrium-
pentacyanoamminferrat(Il) (Ammonium-dinatriumprussiat, ,,Fearons
Reagens*)7. Im folgenden sollten Samen in Osterreich vorkommender
Leguminosenarten und -sorten, vor allem solche von wirtschaftlicher

* Herrn Prof. Dr. O. Hoffmann-Ostenhof zum 60. Geburtstag gewidmet.
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Bedeutung, qualitativ, bzw. Medicago sativa (Luzerne) und Vicia
villosa (Zottelwicke, Winterwicke) quantitativ in ruhendem und an-
gekeimtem Zustand untersucht werden. Ebenso wurde fritheren Hin-
weisen auf das Vorkommen von Canavanin in Liliengewédchsen® nach-
gegangen. Zur Erhohung der Sicherheit des Nachweises muliten elek-
trophoretische und chromatographische Verfahren fiir Canavanin und
eventuelle Abbauprodukte adaptiert und durch mikrobiologische
Methoden erginzt werden.

Material und Methoden

vL-Canavaninsulfat: Sigma C 88 941, Lot CA 078. Dieses Praparat verhielt
sich bei allen chromatographischen und elektrophoretischen Tests einheitlich.

v-Canalindipikrat: Sigma C 0510, Lot 92 C-1910. Zersetzungspunkt
190—194 °C. Nach Freisetzen des Canalins mit HoSOs;—Ba(OH)2®° traten
zwei nahezu gleich starke Flecken bei der Papierchromatographie (Papier
Whatman 3 MM) auf. Thre Rp-Werte in n-Butanol: Eisessig: Wasser =
=4:1:5 (vfvjv) waren 0,35 und 0,43, wobei der langsamer wandernde
Fleck dem Canalin entsprach.

Ammonsum-dinatrium-pentacyanoamminferrat (I1): Fluka 09710.

Pepton: Oxoid Nr. L 37, Batch 1367790; das Produkt enthielt nach
Firmenangaben 5,439, 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 Hochschulgarten gesammelt, z. T. handelte
es sich um handelsiibliche Produkte der Samenfachgeschéfte T. Wenisch und
Gebr. Boschan, Wien. Fiir wertvolle Ratschlage danken wir Prof. Dipl.-Ing.
Dr. J. Weindlmayr (Vorstand des Institutes fiir landwirtsch. Pflanzenschutz
und forstliche Phytopathologie) und Dipl.-Ing. Dr. W. Ruckenbauer (Inst. f.
Pflanzenbau und Pflanzenziichtung).

Zuwiebel : Fiar Zwiebel (Allium cepa, Sorte Globe F; Harris) danken wir der
Héheren Bundeslehr- und Versuchsanstalt fir Gartenbau, fiir Knoblauch
(Allium sativam, Stamm 4, 1972) dem Institut fir Pflanzenbau und Pflanzen-
ziichtung.

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

Aufbereitung: Nach Zerkleinern im Mixer bei 0°, Gefriertrocknen und
Entfetten durch Atherextraktion im Soxhlet wurden die Aminoséuren und
Boegleitstoffe mit 50proz. Alkohol herausgelést. Dabei wurden 5g 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 Anséuern auf pH 2 und
Zentrifugieren adsorbierte man die Aminosduren an eine Dowex 50 W X 8-
Séule (1,2%X 20 cm) und eluierte mit 2n-NHjs bis zur ninhydrinnegativen
Tiipfelreaktion. Nach neuerlichem Einengen wurde die Losung zur Analyse
verwendet.

Nachweis und Bestimmung des Canavanins: Die Abtrennung von den
anderen Aminosduren erfolgte durch Hochvoltelektrophorese in Tris—HCI-
Puffer von pH 8,21 bei 55 V/em, 4 °C, 1 Stde. Der Ryys-Wert (korr.) des
Canavanins lag bei 0,10, der von Canalin bei-0,00.
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Fallweise wurde auch Papierchromatographie {Whatman 3 MM) mit
n-Butanol : Eisessig : Wasser = 4:1:5 verwendet: Rp des Canavanins
0,07; des Canalins 0,35. Die Anférbung erfolgte unter anderem mit ,, Fearons
Reagens®? [1proz. (wjv) Loésung von Ammonium-dinatrium-pentacyano-
amminferrat(IT) in Phosphatpuffer nach Sérensen, pH 7,0] oder Ninhydrin
(0,29, in Aceton). Nach dieser Aufbereitung lag die Nachweisgrenze bei
3—4 pg Canavanin. Die quantitativen Bestimmungen erfolgten entweder
nach. Archibald? oder im Aminosédureanalysator.

Bestimmung im Aminosdureanalysator: Verwendet wurde ein Beckman
Unichrom Gerét. Zur Abtrennung des Canavanins von den anderen basischen
Aminoséduren wurde die Fiillhthe der kurzen Saule auf 22—24 om verldngert.
Als Austauscher wurde ein Beckman Custom Research Resin PA-35 ver-
wendet ; die Sdulentemp. lag bei 55°, der Druck bei 6 ati. Aus Testgemischen
wurden die Elutionszeiten (Elutionsmittel: 0,35n-Na-Citratputfer, pH 5,28)
und die ,,Flichenfaktoren® (d. h. eine der Fliche des ,,peak® von 1 Mol
Aminosdure entsprechende Zahl) ermittelt (Tab. 1).

Tabelle 1
Aminosdure Elutionszeit, Min.  Flachenfaktor
Lysin 77 28,11
Histidin 85 21,66
Ammoniak 97
Canavanin 117 25,70
Arginin 163 15,56

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

Ergebnisse der Bestimmungen von Vicia villosa und Medicago sativa siehe
Abb. 1 und Abb. 2.

Agardiffusionstest: Heramhéfe werden in iiblicher Weise® auf den mit
Mikroorganismen beimpiten Platten durch die von Filterpapierplittchen
aufgesaugten Losungen bewirkt. Als Testorganismen wurden auf Schrigagar
(Eugonagar vera 45,4 g/l) 48 Stdn. bebritete Stdmme von Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Sarcina lutea und Saccharomyeces cerevisiae verwendet.

Fir die Platten wurde folgender Néhragar unter sorgfiltiger Kontrolle
des Arginingehaltes bentitzt:

Pepton 15,6 g
Na(l 56g
D-Glucose 1,0 ¢
Agar-Agar 12,0 g

Mit ag. dest. ad 1000 ml

10 ml der fertigen Néhrlosung enthielten 8,48 mg Arginin, von denen
8,47 mg vom Pepton und etwa 0,01 mg vom Agar kamen. Innerhalb von
24 Btdn. wurde Saccharomyces cerevisiae nicht, Escherichia coli nur gering-

57%
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figig von 13 mg Canavanin pro ml gehemmt. Bei Sarcina lutea und Bacillus
subtilis entsprach die Hemmung von 13 mg Canavanin pro ml etwa der von
5 Einheiten Na-Penieillin G.
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Abb. 1. Medicago sativa, Veranderungen des Canavaningehaltes wihrend der
Keimung (in 10-29)
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Abb. 2. Vicia villosa, Verdnderung des Canavaningehaltes wihrend der
Keimung (in 10-29)

Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 20 in Osterreich beheimatete
bzw. gebaute Leguminosen auf ihren Canavaningehalt untersucht.
Im Gegensatz zu anderen Autoren erschien uns eine entsprechende
Vorbehandlung der Pflanzenextrakte und eine Isolierung des Canavanins
fiir einen einwandfreien Nachweis unerlifilich. Die Ergebnisse zeigt
Tab. 2.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dafl die
Gefahr einer Canavaninvergiftung bel den als Nahrungsmittel ver-
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Tabelle 2

Familie LEGUMINOSAE

Unterfamilie CAESALPINOIDEAE

Tribus CAESALPINIEAE
GLEDITSIA triacanthos

Tribus BAUHINIEAE
CERCIS siliquastrum

Unterfamilie PAPILIONOIDEAE

Tribus GENISTEAE
LABURNUM anagyroides
LABURNUM salpinum
Tribus ASTRAGALEAERE
ROBINTA pseudocacia
Tribus TRIFOLIEAE
MEDICAGO sativa, Luzerne
Tribus FABEAE
VICIA sativa, Sommerwicke
VICIA villosa, Winterwicke
VICIA faba, Pferdebohne
PISUM averne, Futtererbse
PISUM sativum, var. vulgare, Ausléseerbsen
Sorte Allerfritheste Mai
PISUM sativum, var. medullare, Markerbsen
Sorte Wunder von Amerika
PISUM sativum, var. saccharatum, Zuckererbsen
Sorte Frithe Heinrich
LATHYRUS odoratus, Edelwicken?,
Sorte Burpee’s Orange

Tribus PHASEOLEAE

GLYCINE max., Sojabohne

PHASEOLUS wvulgaris, var. nanus, Buschbohnen
Sorte Amethyst

PHASEOLUS vulgaris, var. nanus, Buschbohnen
Sorte Wachs Beste von allen

PHASEOLUS vulgaris, var. vulgaris, Stangenbohnen

. Sorte Haubner's Islebia

PHASEOLUS vulgaris, var. vulgaris, Stangenbohnen
Sorte Wachs Berner Butter

PHASEOLUS coceineus, Feuerbohnen
Sorte WeiBle Riesen = Emergo

893

wendeten Leguminosen nicht und bei den als Futtermittel gebrauch-
lichen nur bei einseitiger Verfiitterung von Luzerne (Medicago sativa)

oder einer bestimmten Wickenart (Vicia villosa) gegeben ist.

Der Canavaningehalt dieser Schmetterlingsbliitler nahm nach
dem Ankeimen stindig ab. So ging beispielsweise der Canavaningehalt
von Medicago sativa innerhalb von 10 Tagen von 0,6% auf 0,1%, zu-
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riick. Samen, die Canavanin in dieser GréBenordnung enthalten, be-
niitzen es offenbar als Stickstoffspeicher, wobei es einerseits wegen
des hoheren Stickstoffgehaltes (509, mehr N pro Mol als Asparagin),
andererseits wegen seiner toxischen Wirkung gegen Mikroorganismen
und Tiere dem sonst als Stickstoffspeicher verwendeten Asparagin
iiberlegen ist. Derartige Mengen an Canavanin wurden bisher nur bei
Schmetterlingsblittlern (Papilionoideae), einer Unterfamilie der Le-
guminosen, gefunden.

Dafl die Fiahigkeit zur Canavaninbildung aber weiter verbreitet
ist, als man bisher annahm, zeigt die Tatsache, daf auch in einem
Liliengewéachs, ndmlich in der gewdéhnlichen Zwiebel (Allium cepa),
2—2,5 - 1049, Canavanin nachgewiesen werden konnte. Die vor-
herrschende Annahme, die fiir die Biosynthese des Canavanins erfor-
derlichen genetischen Faktoren hitten sich erst wahrend der Evolu-
tion der Schmetterlingsbliitler entwickelt, miiite also fallengelassen
oder dahingehend modifiziert werden, daf sie bei der Hvolution der
hoheren Pflanzen viel frither entstanden sind oder aber Parallelent-
wicklungen auftraten.
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