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Determinacion de L-canavanina

por cromatografia liquida de alta Articulo Original
resolucion en fase reversa y por

colorimetria.
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RESUMEN. al alto costo que involucra el analisis por HPLC
Introduccion. Para estudiar la toxicidad y el efecta@ebera ser empleado cuando exista evidencia de
metabdlico de la canavanina en animales o plantagerferencia en el método colorimétrico de
se depende de la disponibilidad de métodos sensibtesnpuestos y/o metabolitos presentes en la muestra.
especificos y rapidos de analisis. (Rev Biomed 1999; 10:17-22)

Materiales y Métodos.Se desarroll6 un método

para medir la concentracion de L-canavanina pBalabras clave:L-canavanina, cromatrografia,
cromatografia liquida en fase reversa utilizandzspectrofotometria

DABS-CI como agente de derivacion y se

compararon los resultados con aquellos obtenidos

por colorimetria por el método de Rosenthal. Cin&UMMARY .

muestras de canavalia fueron utilizadas para validdeasurement of L-canavanine by reverse phase

la técnica. high performance liquid chromatography and
Resultados y discusionLa derivacién con DABS- by an spectrofotometric method.

Cl permitio la determinacién de éste aminoacido sintroduction. In order to study toxicity and
interferencia con otros aminoacidos. No smetabolic effects of canavanine in animals or plants
encontraron diferencias entre la concentracionesalguick, sensitivy and specific method is required.
L-canavanina en granos @&anavalia ensiformis Material and methods. A reverse phase high
cuando se midio por estos 2 métodos. El analigisrformance liquid chromatography (HPLC), using
colorimétrico puede ser empleado como unaABS-Cl as derivatizing agent, was developed and
herramienta confiable de primer eleccion. Debidbe results compared with those obtained by
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colorimetry using the Rosenthal method. Fivendforo por reaccion con pentacianoaminoferrato y su
canavalia samples were used to validate the methpdsterior deteccién por espectofotometria (1). Este
Results and discusionCanavanine determination bymétodo ha sido criticado por carecer de una especifi-
HPLC was free from interference with other aminceidad absoluta y un umbral elevado de sensibilidad (4).
acids. No significant diferences were found o@omo alternativa a los métodos colorimétricos, se ha
canavanine concentration Banavalia ensiformis recurrido a técnicas mas precisas y costosas, como la
grains as determined by both methods. It was concludedmatografia liquida de alta resolucién (HPLC) bus-
that colorimetric methods may be a first choice optiarando aumentar la confiabilidad en la determinacion
for a rapid screening process. Due to the high caol&tla canavanina.
involved in the HPLC technique, this method should  Los métodos por HPLC para la determinacion
be left for cases when there is interference wite aminoacidos y compuestos aminados se han vuelto
metabolites sample is known to exist using th#e uso rutinario en los laboratorios de nutricién ani-
colorimetric techniqu€Rev Biomed 1999; 10:17-22) mal y con esto algunos métodos para la determinacion
de canavanina han sido desarrollados, utilizando deri-
Key words: L-canavanine, liquid chromatographyyatizacion pre-columna con reactivos como Cloruro
colorimetry. de Dansilo (4) y OPA (o-ftaldialdehido) (5, 6), reali-
zando la separacion de los compuestos en una colum-
na de fase reversa para su posterior deteccion fluori-
INTRODUCCION. meétrica. Estas metodologias ademéas de requerir de

La canavanina (acido 2-amino-4-(guanidinooxygquipos con detectores especificos para fluorometria,
butanoico) es el principal aminoacido libre presente ea representan la Unica opcion para el andlisis de ami-
el grano de canaval{€anavalia ensiformjsy algu- noacidos.
nas otras leguminosas (1). Es un aminoéacido no pro- El (Dimetilamino)azobenzenosulfonil-Cloruro
teico anélogo a la arginina. Sus propiedades téxicagBABS-ClI), es un reactivo de uso comun para la de-
deben a esta similaridad estructural, ya que interfigeeminacion de aminoacidos sobre el cual existe ex-
con el metabolismo de la arginina, inhibe la sintesis @asa bibliografia. La reaccion produce compuestos que
proteinas, bloquea las sintesis de RNA y DNA, afegiaeden ser detectados en el espectro visible por un
el sistema inmune y es un potente antimetabolito geetector estandar UV/VIS (7).
resulta toxico a diferentes tipos de organismos (2). Sin embargo a pesar de ser una método comun-

A pesar del efecto toxico de la canavanina comente empleado para compuestos aminados, no se
tenida en la canavalia, este frijol es una fuente potemcuentran en la literatura reportes sobre el uso de de-
cial de proteina y energia para los animales (3), poril@tizacion pre-columna utilizando DABS-Cl para la
gue se ha intentado eliminar o reducir la cantidad determinacion de canavanina. Igualmente no existe
este componente por medio de tratamientos tanto fesimparaciones directas entre determinaciones por
COS como quimicos, a niveles que permitan su incldPLC y colorimetria que demuestren la superioridad
sion en dietas comerciales. de cualquiera de éstas técnicas.

Cualquier intento de estudiar la eficacia de los  El objetivo del presente trabajo fue desarrollar
tratamientos para detoxificacion y el efecto metabdlin método para la determinacién de canavanina por
co de la canavanina en animales o plantas dependelBeC utilizando como agente derivatizante al DABS-
la disponibilidad de métodos sensibles, especifico€yy comparar los resultados con los obtenidos de
rapidos de analisis, de ahi la importancia de esta deteanera simultanea por el método calorimétrico des-
minacion. crito por Rosenthal (1).

El método mas comun de andlisis de la canava-
nina est4 basado en la formacién de un compuesto cro-
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MATERIALES Y METODOS. sequedad y después se les agregd 400 pL de
Cinco muestras diferentes de canavalia fuertacarbonato de sodio 500 mM pH 8.1y 400 uL de
tomadas para realizar este estudio. Cuatro de ellas @éBS-Cl 4 nmol/pL. Se colocé en estufa 20
venientes de procesos de ensilaje y una del grano gor 30 min, posteriormente se aford el volumen a 5
do. Todas las muestras se corrieron por cuatriplicadd. con buffer de fosfatos/etanol 1:1 pH 7.0. De
Preparacion de la muestra esta solucién 20 pL fueron inyectados al
Extraccion. El método de extraccion fue reali-cromatografo. Para la cuantificacién de la
zado de acuerdo al descrito por Oropeza y col. (4)canavanina se utilizé el método del estandar interno
Se pes6 1 g de muestra molida finamente y @®rleucina), integrando los picos de acuerdo a sus
le agregd 10 mL de agua destilada, se agité duraateas. Las lecturas se hicieron a 436 nm. Las
10 min al cabo de los cuales se centrifugd por 10 min@ndiciones cromatograficas fueron las descritas en
2000g. El sobrenadante fue extraido con un volumesh cuadro 1.
igual de cloroformo y centrifugado por 10 min a 2000

g. La extraccién con cloroformo fue repetida 2 veces Cuadro 1
més recuperando la fase acuosa en todos los casos. ElGradiente utilizado para la separacion de
extracto obtenido fue utilizado en cada ocasion para la L-Canavanina por HPLC.

determinacion de canavanina por ambos métodos, rea-

lizando los andlisis de manera simultanea. Tiempo Flujo YA %BT
Andlisis por HPLC. (minutos)

Instrumentacion. El equipo consistio en un 15 80 20
cromatografo de liquidos Beckman Modelo System 54 75 25
Gold con dos bombas para formacion de gradiente yo4 68 32
detector UV/VIS Modelo 166 con lampara de hal6- 33 1.0 68 32
geno, filtros de segundo orden y software para pro-37 60 40
gramacion y captura de los datos. Las lecturas se hi46 40 60
cieron a 436nm. La columna utilizada fue Ultrasphere 54 25 75
ODS 4.6 mm x 25 cm, Beckman. 60

Reactivos. _

a) Acetonitrilo (grado HPLC) * _Ace.tato de_Sodlo 25 ml\/_l pH 6.5, con 4% de

b) Agua (grado HPLC) Dimetilformamida, T Acetonitrilo.

c) Acetato de sodio 25 mM pH 6.5 con 4%
de Dimetilformamida.
d) Bicarbonato de sodio 500 mM pH 8.1
e) Buffer de fosfatos 50 mM /etanol (1:1)
pH 7
f) Dabs-CI (Sigma St. Louis) 4 nmol/uL
g) L-Norleucina (Sigma St. Louis) 2.5 nmol/uL
h) L-Canavanina base libre (Sigma St. Louis)
2.5 nmol/uL
i) Etanol absoluto
Procedimiento. Una alicuota de 200 ul de - 4
: .acuerdo al cuadro 2. Se dejé reposar por 60 miny se
cada extracto de canavalia 'y 500 pL de Norleucipa, B
: 0 en un espectofotometro Beckman DU650 con
se colocaron en viales de 10 mL perfectamenﬁé’

limpios y secos, se llevo a estufa @Ghasta etector UV/VIS a 550 nm.

Analisis colorimétrico.

Reactivos.

a) Buffer de fosfatos pH 7.0

b) Persulfato de Amonio al 1%

c) Pentacianoaminoferrato (PCAF) al 1%

d) Canavanina 10 imol/mi

Procedimiento. Se utilizé 1 mL del extrac-

to y 4 mL de agua destilada, afiadiéndole 5 mL de
buffer, 1 mL de persulfato y 0.5 mL de pentacianoami-
noferrato. La curva de calibracion se construy6 de
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Analisis de los resultados?ara comparar los embargo en este estudio, no se encontraron diferen-
resultados obtenidos por medio de ambos métoaiss significativas entre este tipo de analisis y el de
se empleod regresion lineal considerando ambas saparacion cromatografica utilizando cloruro de dab-
riables & e y ) como fuente de error utilizando ekilo como reactivo derivatizante y deteccion UV/Vis.
enfoque de varianza constante sugerido por MacTa- El analisis de regresion no mostro diferencias
ggarty Farwell (8). significativas (p<0.05) entre ambos métodos dado que

el intervalo de confianza (95%) para la pendiente in-
cluyé la unidad. Una de las ventajas del analisis de
RESULTADOS Y DISCUSION. regresion empleado es que genera constantes que son

El cuadro 3 muestra los resultados promedigs/ariantes al cambiar ejes (simétricas sobre la uni-
obtenidos para las 5 muestras analizadas y las atsd) y permite evitar el sesgo que crea el utilizar re-
viaciones estandar correspondientes a cada ungydsion lineal clasica donde el error es asociado so-
los métodos utilizados. bre el eje y. Larelacion entre las determinaciones por

Existe cierta controversia para la cuantificaciGambos métodos fue descrita por la ecuacion:
de L-canavanina mediante analisis colorimétrico, dado y =0.0396 + 0.956
el argumento de baja especificidad y sensibilidad, sin  (Intervalo de confianza 0.782 - 1.168)

Cuadro 2
Datos para la elaboracion de la curva de calibracion utilizada para el analisis
colorimétrico de canavanina.

STD HO Buffer Persulfato PCAF Conc.
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
0 5 5 1 0.5 0
1 4 5 1 0.5 2
2 3 5 1 0.5 4
3 2 5 1 0.5 6
4 1 5 1 0.5 8
5 0 5 1 0.5 10
Cuadro 3

Concentracién de canavanina (g Kg + DE) en 5 muestras diferentes de canavalia
medido por 2 métodos de laboratorio.

TIPO DE ANALISIS

HPLC COLORIMETRICO
Muestra Promedio DE Promedio DE
1 13.0 2.10 13.70 3.50
2 0.90 0.20 1.30 1.20
3 17.20 4.30 17.50 2.70
4 12.00 1.20 11.70 1.60
5 1.59 0.17 1.42 0.09
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donde: L-canavanina y otros aminoacidos libres que pudie-
y = resultado por HPLC ran existir en el extracto.
X = resultado por colorimetria En la figura 1 se muestra el cromatograma ob-

Ambos métodos presentaron una sensibilidéehido de la inyeccion de L-canavanina (base libre),
similar para el rango de valores aqui medido (0.que fue utilizada como estandar para la cuantifica-
17.0 g Kd}). La critica sobre la falta de especificidadion de las muestras. En ella puede observarse la pre-
el método de Rosenthal (1) no es apoyada por kencia de dos picos, uno alos 25.41y otro alos 55.41
resultados del presente experimento, dado que moi|®, ambos pertenecientes a L-canavaninay que pue-
resultados obtenidos fueron similares a aquellos dien explicarse como producto del proceso que si-
rivados de un método altamente especifico (HPLQ@uio la muestra previo a la separacion cromatografi-

No existian reportes previos acerca de t@. La presencia de estas dos bandas fue consistente
dabsylacion de L-canavaninay su deteccién UV/Visvario proporcionalmente sobre el rango de concen-
en HPLC. El método aqui descrito esta basado errationes de canavanina utilizadas en las pruebas de
mismo principio de determinacion de aminoacidgee-calibracion (datos no reportados). La figura 2
utilizando como reactivo de derivacion al cloruro deuestra el cromatograma resultante de la inyeccion
dabsilo, que tiene absorbancia en la region visible diel una muestra de canavalia. Para hacer la cuantifi-
espectro (436 nM) y produce derivados altamentacion se ensay6 sobre el uso de una o dos bandas
estables. con resultados similares, sin embargo se decidié que

El gradiente utilizado en el método asegurd qse integraran ambas bandas para obtener los resul-
todos los aminoacidos contenidos en la muestra fi@dos de canavanina presentados.
ron eluidos y que no existio traslape de picos entrela  Aun cuando el método HPLC aqui descrito

0.198 -

?S-CI
0.148 4
0.098 4-

nor-leucina
canavanina

0.048 =

fcanavanina

-0.002
(1]

Tiernpo de retencidn

Figura 1.- Cromatograma del estandar de canavanina.
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Figura 2.- Cromatograma de una muestra de canavalia.
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