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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII JONOWEJ SPRZEZONEJ
Z. PULSACYJNA DETEKCJA AMPEROMETRYCZNA
DO OZNACZANIA ZAWARTOSCI MIO-INOZYTOLU

W MATERIALACH PASZOWYCH POCHODZENIA ROSLINNEGO

Streszczenie

W pracy zastosowano technike¢ chromatografii jonowej do oznaczania zawartosci mio-inozytolu w ro-
slinnych komponentach pasz, jako alternatywe testu mikrobiologicznego. Material badawczy stanowity:
pszenica, kukurydza i soja niemodyfikowane oraz odmiany GMO, a takze przygotowane na ich bazie
mieszanki paszowe. Oznaczono inozytol: catkowity, wolny oraz uwolniony w procesie in vitro, symuluja-
cym przewod pokarmowy drobiu. Mio-inozytol zostal rozdzielony w wysokosprawnej kolumnie aniono-
wymiennej CarboPack PA100 i oznaczony w trybie pulsacyjnej detekcji amperometrycznej (ang. high
performance anion-exchange chromatography with pulse amperometric detection, HPAEC-PAD). Catko-
wity inozytol oznaczony technika HPAEC-PAD ksztattowal si¢ na poziomie od 2572 ng/g (pasza kukury-
dziano-sojowa) do 3667 pg/g (kukurydza). Otrzymane dane byly porownywalne z testem mikrobiologicz-
nym tylko w przypadku $ruty sojowej, zarowno w formie niemodyfikowanej, jak i GMO (odpowiednio:
239212636 ng/g). W odniesieniu do pozostatych komponentow pasz wyniki uzyskane za pomoca techniki
HPAEC-PAD byly wyzsze od rezultatow testu mikrobiologicznego, $rednio o 30 - 50 %. Korelacja po-
mi¢dzy obiema metodami w zakresie stgzen 0,1-100 pg/ml byta najwyzsza w przypadku analizy mio-
inozytolu uwolnionego w procedurze trawienia in vitro (r = 0,88). W pozostatych przypadkach, w tescie
mikrobiologicznym uzyskiwano systematycznie nizsze wyniki, poniewaz uwolnienie catkowitego inozyto-
Iu przez kwasna hydroliz¢ bylo niepelne i testowy mikroorganizm S.cerevisiae ATCC 9080 nie mogt
wykorzysta¢ do wzrostu monofosforanu inozytolu. Inna mozliwo$¢ to efekt duzej zawartosci aminokwa-
sé6w hydrofobowych w komponentach pasz zawierajacych soje, ktore moga interferowaé z systemem
pulsacyjnej detekcji amperometryczne;j.
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Wprowadzenie

Mio-inozytol jest komponentem fosfolipidéw bton, a fosforany inozytolu petnia
funkcje w sygnalizacji migdzykomorkowej [6, 10, 28]. Zwigzek ten jest rOwniez uwa-
zany za czynnik wzrostowy oraz wskaznik nieprawidlowego metabolizmu lub choroby
[13]. U gryzoni oraz ryb niedobor tego sktadnika moze by¢ zwigzany z otluszczeniem
watroby, wewngtrzng lipodystrofig oraz zahamowaniem wzrostu [1, 18, 21]. Deraniem
i1 Greenberg [5] oraz Eagle i wsp. [8] stwierdzili, ze niedobdr mio-inozytolu hamowat
proliferacj¢ i prowadzit do $mierci hodowlanych komoérek ludzkich.

Enzymatyczna hydroliza kwasu fitynowego (sze$ciofosforanu mio-inozytolu) —
gtownej formy magazynowania fosforu w nasionach traw oraz ro$lin oleistych, ktore sa
powszechnymi komponentami pasz zwierzecych — prowadzi do powstania fosforanow
mio-inozytolu [3, 11, 24, 25]. Kwas fitynowy oraz jego sole (fityniany) sg uwazane za
czynniki przeciwodzywcze z uwagi na zdolno$¢ chelatowania jonow metali, a przez to
obnizania biodostgpnos$ci biatka i zywieniowo istotnych mineratow [25]. Jednoczesne
dziatanie fitazy 1 grzybowej kwasnej fosfatazy na czasteczke fitynianu prowadzi do
powstania fosforu oraz mio-inozytolu jako finalnego produktu hydrolizy [31].

Zyha i wsp. [32] stwierdzili znaczacy przyrost masy ciata kurczat broileréw kar-
mionych niskofitynianowa dieta wzbogacong inozytolem. Oczekuje sig¢, ze enzyma-
tycznie generowany inozytol (ang. enzymatically generated inositol, EGI) moze po-
prawi¢ parametry odchowu i wzrostu rosnacych broilerow. Oznaczenie tego sktadnika
w paszy i jej komponentach jest zatem istotnym czynnikiem w oszacowaniu puli EGI
i okresleniu ewentualnych efektow metabolicznych.

Dotychczas opracowano kilka metod analitycznych do oznaczania mio-inozytolu
w zywnosci 1 plynach biologicznych: test mikrobiologiczny [19], procedur¢ enzyma-
tyczng [17], chromatografie gazowa [23] oraz technike HPLC [14]. Generalnie, wy-
magajg one derywatyzacji, posredniego pomiaru i s3, jak w przypadku metod mikro-
biologicznych, czasochtonne, a zatem trudne do zastosowania w przypadku rutyno-
wych analiz duzej liczby probek.

Od momentu wprowadzenia techniki wysokosprawnej anionowymiennej chroma-
tografii cieczowej sprz¢zonej z pulsacyjng detekcja amperometryczng (ang. high per-
formance anion-exchange chromatography with pulse amperometric detection,
HPAEC-PAD) znaczaco poprawita si¢ czutos$¢ i selektywno$¢ rozdziatu weglowoda-
néw oraz polioli w napojach fermentowanych i sokach owocowych [2, 4, 27]. Jednak
dane literaturowe sg do$¢ ubogie w zakresie oznaczania poziomu inozytolu w paszach
oraz ich komponentach przy zastosowaniu tej techniki.

Celem niniejszej pracy byto alternatywne, wobec metody mikrobiologicznej,
oznaczenie mio-inozytolu w ro§linnych komponentach pasz i mieszankach paszowych.
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Material i metody badan

Analizie poddano roslinne komponenty pasz oraz mieszanki paszowe zawierajg-
ce: pszenice, soj¢ 1 kukurydze niemodyfikowane, jak rowniez odmiany genetycznie
zmodyfikowane (GMO, poekstrakcyjna sruta sojowa HT RoundUpReady, kukurydza
BT MON-810, materialy z Instytutu Zootechniki - PIB Balice).

Stosowano enzymy: pepsyne (aktywno$¢ deklarowana 225 000 units-mg™) i pan-
kreatyne (aktywno$¢: 8xU.S. Pharmakopeia), Sigma Chemical Co.

Ekstrakty $rut i pasz do oznaczen wolnego inozytolu przygotowywano zgodnie
z metodg Norrisa i Darbre’a [19] oznaczania inozytolu wolnego oraz zwigzanego
w materiale roslinnym. Nawazke¢ materiatu do oznaczen w ilo$ci 100 - 200 mg inku-
bowano w temp. 123 °C przez 48 h z dodatkiem 2 ml 1 M HCI. Po zakonczonej hydro-
lizie probowki chtodzono, a zawartos¢ filtrowano przez bibut¢ Whatman nr 1. Czarne
pozostalosci filtrowanych probek w lejku przemywano woda destylowang do momen-
tu, gdy kropla wymywanego roztworu byta neutralna wobec zieleni bromokrezolowe;j,
jako wskaznika. Ustalano pH calosci na poziomie 4,8 - 5,0, a nastgpnie uzupekiano
woda destylowang do okreslonej objgtosci. Probki ogrzewano w tazni wodnej do temp.
90 °C, pozostawiano do ochtodzenia i przechowywano w chtodni w temp. 0 - 4 °C.

Metoda in vitro

W celu oznaczenia biodostgpnosci inozytolu uwolnionego z pasz i jej komponen-
tow zastosowano metode in vitro opisang przez Zyte i wsp. [31]. Metoda ta symuluje
trawienie w przewodzie pokarmowym drobiu. W tym celu 1 g paszy lub jej roslinnych
komponentéw inkubowano w tazni wodnej w temp. 40 °C przez 30 min. Nastgpnie do
probek wprowadzano 1,7 mg roztworu pepsyny (Sigma, Niemcy, deklarowana aktyw-
no$¢ 4750 U-mg"). Kontynuowano inkubacje w tazni wodnej o temp. 40 °C przez
45 min. Inkubacj¢ przerywano, dodajac do probek 2,5 mg pankreatyny (Sigma, aktyw-
no$¢ 8xU.S. Pharmakopeia). Probki przenoszono ilosciowo do workow dializacyjnych,
ktore nastgpnie umieszczano w kolbach stozkowych zawierajacych 50 ml buforu
bursztynianowego. Kolby wstawiano do tazni wodnej i wytrzasajac, inkubowano przez
4 h w temp. 40 °C. W uzyskanych dializatach oznaczano zawarto$¢ inozytolu uwolnio-
nego z paszy podczas jej trawienia (w pracy definiowany jako dializowany lub in
Vitro).

Oznaczanie inozytolu metodq mikrobiologiczng z udziatem drozdzy S. cerevisiae ATCC
9080

Oznaczanie inozytolu metodg mikrobiologiczng z udzialem auksotroficznego
szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 wykonywano wedlug metody
Norris 1 Darbre [19]. Z hodowli drozdzy na skosie agarowym pobierano oczko ezy
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1 zawieszano w 10 ml sterylnego roztworu 0,85 % NaCl. Po odwirowaniu i przemyciu,
0,5 ml zawiesiny komorek wprowadzano do 500 ml 0,85 % sterylnego roztworu NaCl.
Nastepnie 40 ul zawiesiny drozdzy dodawano do wcze$niej wysterylizowanych kolbek
stozkowych zawierajacych ptynng pozywke hodowlang pozbawiong inozytolu (Difco
Inositol Assay Medium) oraz badane roztwory lub wzorce (zakres krzywej wzorcowe;:
0 - 1 pg inozytolu - ml™). Wszystkie wzorce wykonano w trzech powtérzeniach. Po
zaszczepieniu kolbki inkubowano 24 h w temp. 30 °C, a nast¢pnie przerywano hodow-
le przez umieszczenie probek w chtodziarce na 15 - 30 min. Miarg wzrostu S. cerevi-
siae ATCC 9080 byt pomiar gestosci optycznej przy dtugosci fali 660 nm. W oblicze-
niach zastosowano transformacj¢ logarytmiczng danych, zgodnie z metodyka zapropo-
nowang przez Norris i Darbre [19].

System HPLC z detekcjg RI

Rozdzial chromatograficzny wykonywano w uktadzie izokratycznym przy zasto-
sowaniu wody dejonizowanej jako fazy ruchomej, przy predkosci przeptywu
0,6 ml'min”', w kolumnie analitycznej Aminex HPX-87C (300 mm x 7,8 mm; Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) termostatowanej w temp. 85 °C. Zastosowano chromatograf
cieczowy Ultimate 3000 wyposazony w pomp¢ gradientowa LPG-3400A, autosampler
WPS-3000SL, termostat do kolumn TCC-3000, detektor UV-VIS z matryca diodowa
PDA-3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) oraz detektor RI 2300 (Knauer, Berlin,
Niemcy), wspotpracujace z oprogramowaniem do akwizycji danych Chromeleon wer-
sja 8,0. Przed rozdziatem probki filtrowano przez filtry strzykawkowe z nylonu o $red-
nicy 0,22 pm. Objetos¢ iniekcji wynosita 100 pl.

System chromatografii jonowej HPAEC-PAD

Rozdzial prowadzono przy zastosowaniu pompy izokratycznej, model ISO-3000
oraz pulsacyjnego detektora amperometrycznego, model ED50 (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA), potautomatycznego zaworu nastrzykowego z petla o pojemnosci 20 pl
(Rheodyne) oraz kolumny CarboPac PA100 (250 x 4 mm) wraz z kolumng ochronng
CarboPac PAIOO (5 x 4 mm) (Dionex). Cela detekcyjna zawierata ztota elektrodg robo-
cza oraz elektrode¢ referencyjna z Ag/AgCl. Wszystkie analizy zostaty przeprowadzono
w temperaturze pokojowej przy predkosci przeptywu 1 ml-min" i wykorzystaniu jako
eluentu 0,15 M wodorotlenku sodu oraz 0,175 M octanu sodu, tryb detekcji to zinte-
growana pulsacyjna detekcja amperometryczna (IPAD) [27]. Przed rozdziatem probki
filtrowano przez filtry strzykawkowe z nylonu o $rednicy 0,22 um. Objetos$¢ iniekcji
wynosita 100 ul. Akwizycja i obrobka danych zostaly wykonane za pomocg programu
Chromeleon wersja 8.0.

Z otrzymanych wynikow obliczano $rednie arytmetyczne (n = 3 w tescie mikro-
biologicznym, n = 4 w technice HPAEC) i odchylenia standardowe. Analize staty-
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styczng przeprowadzono za pomoca programu Statistica wer. 9.0. Istotno$¢ rdznic
pomigdzy wartoSciami $rednimi weryfikowano testem NIR Tukey’a na poziomie
p < 0,05. Analize korelacji pomigdzy metodami oznaczania mio-inozytolu przeprowa-
dzono na poziomie prawdopodobienstwa 95 %.

Wiyniki i dyskusja

W metodzie mikrobiologicznej do oznaczania mio-inozytolu w materiale biolo-
gicznym wykorzystano auksotroficzny szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae
ATCC 9080. Przyrost biomasy drozdzy warunkowany byt obecnos$cig mio-inozytolu
w badanych préobach, miarg wzrostu S. cerevisiae byl pomiar gestosci optycznej ho-
dowli przy dtugosci fali 660 nm.

W pierwszej fazie badan, jako alternatywng technike instrumentalng rozwijano
metod¢ HPLC z detekcja refraktometryczng. Niestety, w warunkach rekomendowa-
nych dla pracy kolumny (temp. 85 °C) uzyskane chromatogramy z analizy probek za-
rowno mio-inozytolu dializowanego, jak i wolnego nie pozwalaty na identyfikacje piku
reprezentowanego przez mio-inozytol (rys. 1B). Specyfika metody in vitro powoduje,
Ze zastosowany na etapie trawienia zestaw enzymatyczny przyczynit si¢ do uzyskania
w dializatach (inozytol dializowalny) bardzo szerokiego spektrum zwigzkéw o charak-
terze peptydow, aminokwasow oraz sacharydow. Jeden z monosacharydéw — na pod-
stawie analizy wzorcow mozna wnioskowaé, ze to jest fruktoza (rys. 1A), o czasie
retencji (12,43 min) zblizonym do mio-inozytolu (12,85 min) — obecny w dializacie
w duzym st¢zeniu powodowal przypuszczalnie trudnosci z identyfikacjg interesujacego
poliolu. Zastosowany izokratyczny uktad rozdziatu, ktory nie pozwala na operowanie
gradientem i stosunkowo niska czuto$¢ w trybie detekcji RI (mio-inozytol charaktery-
zuje niewielka aktywno$¢ optyczna), zadecydowaly o rezygnacji z dalszych analiz
w tym uktadzie pomiarowym.

Z uwagi na relatywnie niski poziom mio-inozytolu m.in. w probkach uzyskanych
z procedury in vitro wprowadzono technike chromatografii jonowej z czulym syste-
mem pulsacyjnej detekcji amperometrycznej (sygnaly standardow rys. 1B (10 pg) oraz
(0,1 pg)). Zastosowana kolumna CarboPack PA-100 pozwalata na obserwacje¢ profilu
sacharydow oraz mio-inozytolu. Typowy chromatogram z analizy t3 metodg przedsta-
wiono na rys. 2.

Zawartos¢ catkowitego inozytolu oznaczona metoda HPAEC byla najwigksza
w kukurydzy niemodyfikowanej (3667 pg-g"), natomiast metoda mikrobiologiczna
wykazano najwyzszy poziom w $rucie sojowej GMO (2636,40 pg-g™) (tab. 1).
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Rys. 1. Natozone chromatogramy wzorcow cukrow: (1) melecytoza; (2) maltoza; (3) glukoza; (4) man-
noza; (5) fruktoza; (6) rybitol oraz wolnego mio-inozytolu w probee kukurydzy niemodyfikowa-
nej (A); wzorca mio-inozytolu (10 png) oraz wolnego mio-inozytolu w probce kukurydzy niemo-
dyfikowanej (B), kolumna Aminex HPX-87C, detekcja refraktometryczna.

Fig. 1.  Overlaid chromatograms of carbohydrate standards: (1) melezitose; (2) maltose; (3) glucose; (4)
mannose; (5) fructose; (6) ribitol and free myo-inositol in non-modified corn sample (A); myo-
inositol standard (10 ug) and free myo-inositol in non-modified corn sample (B); Aminex HPX-
87C column, refractive index detection.

W metodzie chromatograficznej analizowane pasze charakteryzowat zblizony po-
ziom puli catkowitego inozytolu (2748 pg-g”’ w paszy pszenno-sojowej, 2575 pg-g’
w mieszance kukurydziano-sojowej). Podobna obserwacja dotyczy testu mikrobiolo-
gicznego, przy czym zawartos¢ inozytolu calkowitego byta odpowiednio mniejsza
(1564 pg-g' w paszy pszenno-sojowej, 1357 pg-g’ w mieszance kukurydziano-
sojowej).

W przypadku metody mikrobiologicznej nie wykazano statystycznie istotnych
roéznic pomigdzy kukurydzag GMO i niemodyfikowang pod wzgledem zawartosci ino-
zytolu catkowitego, chociaz w analogicznym oznaczeniu technika HPAEC uzyskano
wyzszy poziom catkowitej puli tego zwigzku w kukurydzy tradycyjne;j.
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Rys. 2. Nalozone chromatogramy wzorca mio-inozytolu (0,1 pg) oraz mio-inozytolu dializowalnego
w probcee $ruty sojowej GMO, kolumna CarboPack PA-100, detekcja elektrochemiczna (PAD).

Fig. 2. Overlaid chromatograms of myo-inositol standard (0,1 ug) and dialyzable myo-inositol in GM
soybean pellet sample, CarboPack PA-100 column, electrochemical detection (PAD).

Zawartos¢ wolnego inozytolu oznaczona technikg HPAEC, wyrazona jako pro-
cent calkowitej puli tego zwiazku, byta najwicksza w paszy kukurydziano-sojowej
i $rucie sojowej (odpowiednio: 23 i 21 %), najmniejsza w pszenicy (6,8 %), podobnie
jak w oznaczeniu mikrobiologicznym (3,6 %). W oznaczeniu chromatograficznym nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomigdzy pulg wolnego inozytolu w kuku-
rydzy GMO i niemodyfikowanej (odpowiednio: 465 i 482 pg-g”). Ilo$é inozytolu
uwolnionego in vitro z komponentow paszowych w przypadku metody HPAEC byta
najwicksza w $rucie sojowej tradycyjnej (850,17 pg-g™"), natomiast najmniejsza zawar-
to§¢ stwierdzono w pszenicy (73 pg-g"). Podobne zaleznosci wykazano w tescie mi-
krobiologicznym, przy czym zawartos¢ dializowalnego inozytolu byta, podobnie jak
w przypadku pozostatych pul inozytolu, odpowiednio mniejsza, w Srucie sojowej wy-
nosita 308 pg-g”. Biorac pod uwage obydwie metody, nie stwierdzono natomiast staty-
stycznie istotnych roznic pod wzgledem puli inozytolu uwolnionego in vitro pomiedzy
kukurydzg GMO oraz niemodyfikowang, ale w ujeciu procentowym wobec catkowitej
puli inozytolu wartosci odczytow technika HPAEC byly nizsze (4,4 - 16 %) w stosunku
do testu z S. cerevisiae (ok. 10 %). Pula biodostepnego inozytolu, oznaczonego
w komponentach paszowych za pomocg testu mikrobiologicznego, oscylowata pomig-
dzy 9,6 a 12,9 %, natomiast w przypadku techniki HPAEC rozpigto$¢ wynikow byta
znacznie wigksza (2,43 - 34,5 %) (tab. 1). Przeprowadzono analiz¢ korelacji pomigdzy
danymi uzyskanymi w ramach obu metod i kazdej puli inozytolu indywidualnie (cal-
kowity, wolny, dializowalny). Najwyzszy wspotczynnik korelacji (r = 0,88) uzyskano
pomiedzy zawarto$cig inozytolu uwolnionego in vifro i oznaczonego metoda mikrobio-
logiczng a poziomem zwigzku oznaczonym technika HPAEC (rys. 3). Analogiczne
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parametry obliczone w przypadku inozytolu catkowitego i wolnego (odpowiednio
r = 0,66 oraz 0,69) wskazujg na znaczne rozbieznosci pomi¢dzy obydwiema metodami
analizy mio-inozytolu.

Test mikrobiologiczny = 86,883 + ,25331 * metoda HPAEC-PAD/
Microbiological assay = 86,883 +,25331 * HPAEC-PAD method/

Korelacja: r = 0,88047/
Correlation r = 0,88047

2

Test mikrobiologiczny/ Microbiological assay

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 0 3 6
Metoda HPAEC-PAD / HPAEC-PAD method

Rys. 3. Wykres rozrzutu wynikow oraz krzywa regresji pomiedzy wynikami dwoch metod oznaczania
zawartosci mio-inozytolu dializowalnego (in vitro): za pomoca testu mikrobiologicznego i tech-
niki HPAEC-PAD.

Fig. 3.  Graph of scatter results, and regression curve, between the content determination results of
dialyzable myo-inositol (in vitro) obtained using two methods: microbiological assay vs.
HPAEC-PAD method.

Znacznie wigksze zawartosci inozytolu catkowitego uzyskane technika HPAEC,
w stosunku do wynikéw metody mikrobiologicznej sa zgodne z danymi opublikowa-
nymi przez Tagliaferriego 1 wsp. [26]. W materiale sypkim typu odzywki dla niemow-
lat czy mleko w proszku stwierdzili oni 30 - 50 % rdéznice pomigdzy testem mikrobio-
logicznym a chromatografig jonowa. Poréwnujac material zawierajacy soje, ktory te-
stowali wymienieni autorzy, z analizowanymi w niniejszej pracy Srutami sojowymi,
uzyskano kilkukrotnie wigksze zawartosci (odpowiednio: 300 - 1500 i 2464 -
2822 ng-g). Powyzsze roznice moga byé spowodowane odmienna procedurg przygo-
towania probki, ktora w przypadku Tagliaferrego i wsp. obejmowata hydrolize
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alkaliczng (3 M KOH) oraz enzymatyczna (alkaliczna fosfataza), wobec znacznie
ostrzejszej hydrolizy kwasowo-termicznej zastosowanej w niniejszej pracy (1 M HCI,
temp. 123 °C, 48 h). Pierwsza procedura nie pozwolita na uwolnienie catkowitej puli
inozytolu obecnego m.in. w fosfolipidach 1 zwiagzkach fitynowych. Autorzy pracy nie
okreslili rowniez zawartosci dodatkow sojowych w materiale sypkim, ktora w przy-
padku analizowanej $ruty sojowej czy mieszanek paszowych jest duza.

Biorac pod uwage bardzo podobng stereochemi¢ mio- i chiro-inozytolu oba izo-
mery mogg charakteryzowaé identyczne czasy retencji, chociaz Kong i wsp. rozdzielili
te zwiazki przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej sprzezonej z detekcja elektro-
chemiczng [15]. Chiro-inozytol jest obecny w znacznych ilo$ciach w tkankach soi,
pemiac funkcje osmoprotektanta, moze to by¢ wytlumaczenie wigkszej zawartosci
oznaczonej w produktach zawierajacych soj¢ [12]. Powszechnie wiadomo, Ze soja
zawiera duzg ilos¢ biatka i aminokwasow. Eggleston [9] podaje, ze szczegolnie hydro-
fobowe aminokwasy wptywaja na zafalszowanie odczytu w systemach detekcji elek-
trochemicznej ze ztotg elektroda robocza, jednak, w przeciwienstwie do jego obserwa-
cji sugerujacych efekt supresyjny w przypadku obecnosci argininy, wykluczono moz-
liwo$¢ naktadania si¢ czasoOw retencji obu zwigzkow przy zastosowanych warunkach
rozdziatu i ustawieniach detektora PAD (rys. 3).

W pszenicy oznaczono relatywnie niski poziom inozytolu wolnego zaréwno me-
todg mikrobiologiczna (43 pg-g™), jak i HPAEC (205 pg-g"') w stosunku do pozosta-
tych komponentow pasz, m.in. kukurydzy, co jest zgodne z wynikami Koninga [16].
Wigkszo$¢ inozytolu zwigzana jest z pula kwasu fitynowego, wigc réznice mozna
przypisac¢ wigkszej zawartosci fityniandw w kukurydzy, az do 88 % catkowitego fosfo-
ru [20] w stosunku do 70 - 75 % catkowitego fosforu w pszenicy [22].

Obliczona, na podstawie wynikéw metody mikrobiologicznej, 10 % biodostgp-
no$¢ inozytolu z konwencjonalnej kukurydzy, trawionej in vitro, jest zblizona do uzy-
skanej przez Spencera [25].

Zawarto$¢ mio-inozytolu w produktach zywnosciowych oraz tkankach zwierzg-
cych byla z sukcesem oznaczana za pomoca metod mikrobiologicznych [14, 30]. Po-
mimo wysokiej czutosci i selektywnosci na odczyt moze jednak wplywaé obecnosc
inhibitoréw wzrostu testowego mikroorganizmu S. cerevisiae ATCC 9080 oraz nie-
kompletne uwolnienie zwigzku z materialu w trakcie testu [26]. W przeciwienstwie do
tych mankamentow, metoda chromatografii jonowej moze pozwoli¢ na rutynowe, zau-
tomatyzowane 1 wymagajgce relatywnie niewielkiego naktadu czasowego pomiary
zawartos$ci inozytolu.
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Rys. 4. Natozone chromatogramy wzorcow mio-inozytolu (2 nug) oraz DL-argniny (2 pg), kolumna
CarboPack PA-100, detekcja elektrochemiczna (PAD).

Fig. 4. Overlaid chromatograms of myo-inositol (2 pg) and DL-arginine (2 pg) standards, CarboPack
PA-100 column, electrochemical detection (PAD).

Dos¢ ztozony charakter matrycy, zwlaszcza w przypadku probek inozytolu diali-
zowalnego oraz wolnego, moze wptywac na zawyzenie odczytu detektora elektroche-
micznego.

Podsumowanie

Analiza statystyczna wynikow uzyskanych przy zastosowaniu techniki HPAEC-
PAD oraz testu mikrobiologicznego wskazuje na znaczace rozbieznosci pomigdzy
obydwiema metodami oznaczania mio-inozytolu w paszach i ich roslinnych kompo-
nentach. Weryfikacji wymaga ewentualny wptyw substancji pochodzenia biatkowego
obecnych w duzym stgzeniu m.in. w probkach uzyskanych z procedury in vitro, na
zafalszowanie odczytu w systemie pulsacyjnej detekcji elektrochemicznej. Powyzsze
watpliwosci mogg rozstrzygna¢ dodatkowe analizy za pomocg chromatografii gazowej
GC/MS.
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APPLICATION OF ION CHROMATOGRAPHY COUPLED WITH PULSE
AMPEROMETRIC DETECTION TO DETERMINE MYO-INOSITOL CONTENT
IN PLANT COMPONENTS OF FEED

Summary

In the research project, an ion chromatography technique was used as an alternative to microbiological
assay to determine the content of myo-inositol in plant components of feeds. The analyzed material con-
sisted of both genetically non-modified and modified varieties of wheat, corn, and soybean, as well as of
feed mixtures made on the basis thereof. The contents of total and free inositol were determined as was the
content of dialyzable inositol released by in vitro procedure to simulate the intestinal tract of broilers. The
myo-inositol was separated on a high-performance, anion-exchange CarboPack PA100 column, and de-
termined using a pulsed amperometric detection procedure (i.e. high performance anion-exchange chroma-
tography with pulse amperometric detection, HPAEC-PAD). The content of total inositol determined by
the HPAEC-PAD method ranged between 2572 pg/g (corn-soybean feed) and 3667 pg/g (corn). The data
obtained were comparable only with the results of the microbiological assay of both the genetically non-
modified and modified soybean pellets, (2392 and 2636 pg/g, respectively). As regards the other feed
components, the results obtained by the HPAEC-PAD method were higher than those obtained using the
microbiological method, on average: by 30 to 50 %. In the range of the concentration values from 0.1 to
100 pg/ml, a correlation between the two methods analyzed was the highest in the case of the analysis of
myo-inositol released during the in vitro digestion procedure (r = 0.88). In all other cases, the results of the
microbiological assay were systematically lower because the liberation of total inositol by the acid hydrol-
ysis was incomplete, and S. cerevisiae ATCC 9080, the micro-organism analyzed, couldn’t utilize the
inositol monophosphate to grow. The other possibility was a common presence of hydrophobic aminoac-
ids in soy-containing components of feeds, which could interfere with the system of pulsed amperometric
detection.

Key words: myo-inositol, myo-inositol phosphates, ion-chromatography, electrochemical detection
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