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СОСТОЯНИЕ БИОТИНА В РАСТИТЕЛЬНОМ МАТЕРИАЛЕ

(Представлено академиком А. И. Опариным 22 II 1954)

Биотин или витамин Н относится к физиологически активным веще­
ствам сильного действия. Знания биохимии биотина крайне ограничены, 
хотя это соединение широко распространено в мире растений и животных. 
Наши исследования направлены на выяснение состояния биотина в расте­
нии и распределения его по различным органам.

В растительной клетке биотин находится в свободном и связанном со­
стоянии. Свободный биотин извлекается водой; связанный биотин прочно 
присоединен к белку и отделяется от него под воздействием кислот, щело­
чей и ферментов ('), В более поздних работах (5-8) подтверждается факт 
связывания биотина белком, но указывается, что у растений соединяется 
с белком лишь незначительная часть биотина. В животных тканях основ­
ная часть биотина связана с белком и связь является более прочной.

Для определения биотина мы применяли дрожжевой метод (3,9,10). 
Биотин извлекался из исследуемого материала автоклавированием с 1 А 
серной кислотой при 115° в течение 3 час. (4). Через каждый час автокла­
вирование прерывалось, вытяжка отфильтровывалась и заменялась новой 
порцией серной кислоты (10—12 мл кислоты на 1 г воздушно-сухого ма­
териала). Три порции вытяжки объединялись, объем их доводился до 
50 мл. Вытяжку можно хранить на холоду несколько недель и использо­
вать по частям. Серная кислота удалялась из вытяжки едким барием 
непосредственно перед каждым определением биотина. Вытяжка из иссле­
дуемого материала вносится по 1 мл в пробирки. Одновременно в ряд 
пробирок вносится по 1 мл раствора, содержащего 0,5; 0,40; 0,30; 0,25; 
0,20; 0,15; 0,10; 0,05; 0,00 му биотина. Пробирки стерилизуются в авто­
клаве при 105° в течение 20 мин.

Состав питательной среды для дрожжей: MgSO4-7H2O 1,0 г; 
(NH4)2SO4 3,0 г; КН2РО4 2,5 г; аспарагин 1,0 г; сахароза 20 г; ZnSO4 • 7Н2О 
1,0 мг; CuSO4-5H2O 0,1 мг; FeSO4 • 7Н2О 0,35 мг; тиамин 4 мг; инозит 
10 мг; пантотенат кальция 0,5 мг; пиродокоин 1,0 мг; воды дестиллирован- 
ной до 850 мл. Среда, помещенная в колбу, стерилизуется описанным 
выше способом. Дрожжи Saccharomyces cerevisiae 77 (культура на сусло- 
агаре) вносятся в среду в количестве 2—10 мг сухого вещества на 1 л сре­
ды. После встряхивания дрожжевая суспензия вносится в пробирки с ис­
следуемым материалом и биотином по 5 мл в каждую. Повторность 
5-кратная. Инкубация 16—24 часа. Рост дрожжей определяется фотоэлек­
трическим колориметром. Из показаний роста дрожжей в пробирках с 
биотином строится кривая, по которой определяется содержание биотина 
в опытных пробирках. Максимальный рост дрожжей наблюдается обычно 
при внесении 3—4 му биотина в пробирку, полумаксимальный рост — при 
внесении 0,1—0,2 му биотина. Содержание биотина в опытных пробирках 
должно быть близким к полумаксимуму.
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Цитрат натрия 1 г/л в качестве буфера ускоряет максимальный рост на 
10—12%, а полумаксимальный на 2—3%, что позволяет отказаться от 
применения буфера. Усиление аэрации питательной среды путем встряхи­
вания пробирок ускоряло рост на 30—35% в пределах полумаксимума и 
максимума. В течение инкубации достаточно 4—5 встряхиваний по» 
5—10 сек.

Определение биотина в полной питательной 
среде и при недостатке витаминов

Таблица 1

Тест-организм

Обнаружено биотина в му
Чо обнаружения 
синтетического 

биотинакартофель­
ный сок

картофельный 
сок +0,1 му 

биотина

S. cerevisiae 77 ... .
S. ellipsoideus 465 . . .

S. cerevisiae 77 ... .
S. ellipsoideus 465 . . .

При нормальном содержании 
витаминов

0,088 I 0,190 1 102
0,082 1 0,185 | 103

При содержании витаминов
20% от нормального

0,043 1 0,170 I 127
0,100 | 0,180 | 80

Важное значение имеет витаминная часть питательной среды, так как 
дрожжи нуждаются в комплексе физиологически активных веществ. Из 
табл. 1 видно, что точность определения биотина зависит от дозировок ви­
таминов в питательной среде: при полной питательной среде при включе­
нии всех необходимых витаминов в надлежащей концентрации данные 
определения биотина лежат в допустимых при аналитической работе гра­
ницах точности; снижение концентрации витаминов в питательной среде 
увеличивает ошибку определения. Различия в росте индикаторных орга­
низмов — Saccharomyces cerevisiae 77 и S. ellipsoideus 465 при полной 
питательной среде сглаживаются.

Свободный и связанный биотин в 
проростках

Таблица 2

Материал

Содержание биотина в вытяжке в му/мл

водная 
вытяжка

кислотные вытяжки

1^H2SO1 2N H2SO4 5^ H2SO,

Проростки пшеницы 58 250 255 170
Проростки кукурузы 78 118 118 117

Данные о низком содержании связанного биотина (7) в свежих веге­
тативных органах растений мы объясняем несовершенством применявшей­
ся методики. Лампен (7) обнаруживал в кислотных вытяжках из свеклы,, 
капусты, моркови, томатов, малины меньше биотина, чем в водных вытяж­
ках. Извлечение биотина кислотой, повидимому, сопровождалось в данном 
случае его разрушением. Значительное содержание биотина в водной вы­
тяжке объясняется тем, что извлечение водой проводилось под давлением, 
а это приводило к отщеплению от белка части связанного биотина.

Ниже мы приводим результаты опытов по установлению прочности свя­
зи биотина с клеточными белками в 10-дневных проростках пшеницы и 
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кукурузы. Для этой цели мы произвели извлечение биотина водой и серной 
кислотой различной концентрации, считая, что свободный биотин извле­
кается водой при кипячении. Извлечение путем 30-минутного кипячения 
показывает, что в раствор переходит немного биотина. В 10-дневных про­
ростках пшеницы и кукурузы большая часть его находится в связанном 
состоянии (табл. 2). Кислотные вытяжки готовились автоклавированием 
измельченных проростков с кислотой при 120° в течение 1 часа.

Автоклавирование с кислотой приводит к отщеплению связанного био-, 
тина и более полному его извлечению из материала. Эти результаты под­
тверждают и дополняют выводы, сделанные в связи с извлечением биоти­
на водой, о преимущественном нахождении этого вещества в связанном 
состоянии. Кислота при высокой температуре, отщепляя биотин от белка, 
вызывает в то же время его частичное разрушение. Значительное содер­
жание связанного биотина в листьях различных растений установил до 
этого В. Филиппов (2).

Таблица 3

Растения Биотин
MY/r Растения Биотин

MY/r

46

438
91

115
32 

обнаруж.
825
940

598
239

42
569

Арахис, семена воздушно-су­
хие ....................................... 1110

Соя, семена воздушно-сухие . 750
Горох, , , , . 244
Пшеница, семена воздушно­

сухие ...................................216
Грецкий орех, семена воз­

душно-сухие ....................... 222
Кедр сибирский, семена воз­

душно-сухие .................... 82
Огурец, свеж, плоды .... 21
Лук, свеж, листья................... 64

„ луковица ........................... 21
Чеснок, луковица................... 22
Свекла, корень....................... 19

Мандарин, плодов, сок . . .
„ корка свежая (без 

эндокарпия) .......................  
Пшеница, хлеб .......

„ манная крупа . . 
Рис полированный   

Картофель, крахмал  
Чай, черный   

Какао, в порошке  
Смородина черная, сушен, 

плоды   
Вишня, сушен, плоды . . . . 
Чернослив, сушен, плоды . . 
Миндаль, , „ . .

не

Содержание биотина в продуктах растительного происхождения, вхо­
дящих в состав пищи человека, изучено слабо. Имеющиеся в литературе 
скудные и рассеянные данные требуют значительных поправок, так как 
при выполнении анализов не всегда учитывались свойства биотина и его 
состояние в растении. Между тем. высокая физиологическая активность 
этого соединения и широкое распространение требуют количественных 
определений его в продуктах широкого потребления. Применяя описанную 
выше методику определения и полного извлечения, мы провели определе­
ние биотина в продуктах растительного происхождения.

Полученные данные (см. табл. 3) говорят о значительных различиях в 
содержании биотина даже у систематически родственных видов растений. 
Как правило, биотин сопутствует белку, концентрируясь в органах, бога­
тых белком; мало биотина в органах, содержащих преимущественно угле­
воды.

Для биохимии биотина имеет значение установить зависимость между 
процессами образования белка и накопления биотина в тканях.
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