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ZASTOSOWANIE CHROMATOGRAFII JONOWEJ SPRZĘŻONEJ 
Z PULSACYJNĄ DETEKCJĄ AMPEROMETRYCZNĄ 
DO OZNACZANIA ZAWARTOŚCI MIO-INOZYTOLU 

W MATERIAŁACH PASZOWYCH POCHODZENIA ROŚLINNEGO 

 

S t r e s z c z e n i e 
 
W pracy zastosowano technikę chromatografii jonowej do oznaczania zawartości mio-inozytolu w ro-

ślinnych komponentach pasz, jako alternatywę testu mikrobiologicznego. Materiał badawczy stanowiły: 
pszenica, kukurydza i soja niemodyfikowane oraz odmiany GMO, a także przygotowane na ich bazie 
mieszanki paszowe. Oznaczono inozytol: całkowity, wolny oraz uwolniony w procesie in vitro, symulują-
cym przewód pokarmowy drobiu. Mio-inozytol został 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). Całko-
wity inozytol oznaczony techniką HPAEC–PAD kształtował się na poziomie od 2572 µg/g (pasza kukury-
dziano-sojowa) do 3667 µg/g (kukurydza). Otrzymane dane były porównywalne z testem mikrobiologicz-
nym tylko w przypadku śruty sojowej, zarówno w formie niemodyfikowanej, jak i GMO (odpowiednio: 
2392 i 2636 µg/g). W odniesieniu do pozostałych komponentów pasz wyniki uzyskane za pomocą techniki 
HPAEC–PAD były wyższe od rezultatów testu mikrobiologicznego, średnio o 30 - 50 %. Korelacja po-
między obiema metodami w zakresie stężeń 0,1-100 μg/ml była najwyższa w przypadku analizy mio-
inozytolu uwolnionego w procedurze trawienia in vitro (r = 0,88). W pozostałych przypadkach, w teście 
mikrobiologicznym uzyskiwano systematycznie niższe wyniki, ponieważ uwolnienie całkowitego inozyto-
lu przez kwaśną hydrolizę było niepełne i testowy mikroorganizm S.cerevisiae ATCC 9080 nie mógł 
wykorzystać do wzrostu monofosforanu inozytolu. Inna możliwość to efekt dużej zawartości aminokwa-
sów hydrofobowych w komponentach pasz zawierających soję, które mogą interferować z systemem 
pulsacyjnej detekcji amperometrycznej. 
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Wprowadzenie 

Mio-inozytol jest komponentem fosfolipidów błon, a fosforany inozytolu pełnią 
funkcję w sygnalizacji międzykomórkowej [6, 10, 28]. Związek ten jest również uwa-
żany za czynnik wzrostowy oraz wskaźnik nieprawidłowego metabolizmu lub choroby 
[13]. U gryzoni oraz ryb niedobór tego składnika może być związany z otłuszczeniem 
wątroby, wewnętrzną lipodystrofią oraz zahamowaniem wzrostu [1, 18, 21]. Deraniem 
i Greenberg [5] oraz Eagle i wsp. [8] stwierdzili, że niedobór mio-inozytolu hamował 
proliferację i prowadził do śmierci hodowlanych komórek ludzkich. 

Enzymatyczna hydroliza kwasu fitynowego (sześciofosforanu mio-inozytolu) – 
głównej formy magazynowania fosforu w nasionach traw oraz roślin oleistych, które są 
powszechnymi komponentami pasz zwierzęcych – prowadzi do powstania fosforanów 
mio-inozytolu [3, 11, 24, 25]. Kwas fitynowy oraz jego sole (fityniany) są uważane za 
czynniki przeciwodżywcze z uwagi na zdolność chelatowania jonów metali, a przez to 
obniżania biodostępności białka i żywieniowo istotnych minerałów [25]. Jednoczesne 
działanie fitazy i grzybowej kwaśnej fosfatazy na cząsteczkę fitynianu prowadzi do 
powstania fosforu oraz mio-inozytolu jako finalnego produktu hydrolizy [31]. 

Żyła i wsp. [32] stwierdzili znaczący przyrost masy ciała kurcząt broilerów kar-
mionych niskofitynianową dietą wzbogaconą inozytolem. Oczekuje się, że enzyma-
tycznie generowany inozytol (ang. enzymatically generated inositol, EGI) może po-
prawić parametry odchowu i wzrostu rosnących broilerów. Oznaczenie tego składnika 
w paszy i jej komponentach jest zatem istotnym czynnikiem w oszacowaniu puli EGI 
i określeniu ewentualnych efektów metabolicznych. 

Dotychczas opracowano kilka metod analitycznych do oznaczania mio-inozytolu 
w żywności i płynach biologicznych: test mikrobiologiczny [19], procedurę enzyma-
tyczną [17], chromatografię gazową [23] oraz technikę HPLC [14]. Generalnie, wy-
magają one derywatyzacji, pośredniego pomiaru i są, jak w przypadku metod mikro-
biologicznych, czasochłonne, a zatem trudne do zastosowania w przypadku rutyno-
wych analiz dużej liczby próbek. 

Od momentu wprowadzenia techniki wysokosprawnej anionowymiennej chroma-
tografii cieczowej sprzężonej z pulsacyjną detekcją amperometryczną (ang. high per-
formance anion-exchange chromatography with pulse amperometric detection, 
HPAEC–PAD) znacząco poprawiła się czułość i selektywność rozdziału węglowoda-
nów oraz polioli w napojach fermentowanych i sokach owocowych [2, 4, 27]. Jednak 
dane literaturowe są dość ubogie w zakresie oznaczania poziomu inozytolu w paszach 
oraz ich komponentach przy zastosowaniu tej techniki. 

Celem niniejszej pracy było alternatywne, wobec metody mikrobiologicznej, 
oznaczenie mio-inozytolu w roślinnych komponentach pasz i mieszankach paszowych. 
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Materiał i metody badań 

Analizie poddano roślinne  komponenty pasz oraz mieszanki paszowe zawierają-
ce: pszenicę, soję i kukurydzę niemodyfikowane, jak również odmiany genetycznie 
zmodyfikowane (GMO, poekstrakcyjna śruta sojowa HT RoundUpReady, kukurydza 
BT MON-810, materiały z Instytutu Zootechniki - PIB Balice).  

Stosowano enzymy: pepsynę (aktywność deklarowana 225 000 units·mg-1) i pan-
kreatynę (aktywność: 8×U.S. Pharmakopeia), Sigma Chemical Co.  

Ekstrakty śrut i pasz do oznaczeń wolnego inozytolu przygotowywano zgodnie 
z metodą Norrisa i Darbre’a [19] oznaczania inozytolu wolnego oraz związanego 
w materiale roślinnym. Naważkę materiału do oznaczeń w ilości 100 - 200 mg inku-
bowano w temp. 123 °C przez 48 h z dodatkiem 2 ml 1 M HCl. Po zakończonej hydro-
lizie próbówki chłodzono, a zawartość filtrowano przez bibułę Whatman nr 1. Czarne 
pozostałości filtrowanych próbek w lejku przemywano wodą destylowaną do momen-
tu, gdy kropla wymywanego roztworu była neutralna wobec zieleni bromokrezolowej, 
jako wskaźnika. Ustalano pH całości na poziomie 4,8 - 5,0, a następnie uzupełniano 
wodą destylowaną do określonej objętości. Próbki ogrzewano w łaźni wodnej do temp. 
90 °C, pozostawiano do ochłodzenia i przechowywano w chłodni w temp. 0 - 4 °C. 

Metoda in vitro 

W celu oznaczenia biodostępności inozytolu uwolnionego z pasz i jej komponen-
tów zastosowano metodę in vitro opisaną przez Żyłę i wsp. [31]. Metoda ta symuluje 
trawienie w przewodzie pokarmowym drobiu. W tym celu 1 g paszy lub jej roślinnych 
komponentów inkubowano w łaźni wodnej w temp. 40 ºC przez 30 min. Następnie do 
próbek wprowadzano 1,7 mg roztworu pepsyny (Sigma, Niemcy, deklarowana aktyw-
ność 4750 U·mg-1). Kontynuowano inkubację w łaźni wodnej o temp. 40 ºC przez 
45 min. Inkubację przerywano, dodając do próbek 2,5 mg pankreatyny (Sigma, aktyw-
ność 8×U.S. Pharmakopeia). Próbki przenoszono ilościowo do worków dializacyjnych, 
które następnie umieszczano w kolbach stożkowych zawierających 50 ml buforu 
bursztynianowego. Kolby wstawiano do łaźni wodnej i wytrząsając, inkubowano przez 
4 h w temp. 40 ºC. W uzyskanych dializatach oznaczano zawartość inozytolu uwolnio-
nego z paszy podczas jej trawienia (w pracy definiowany jako dializowany lub in  
vitro). 

Oznaczanie inozytolu metodą mikrobiologiczną z udziałem drożdży S. cerevisiae ATCC 
9080 

Oznaczanie inozytolu metodą mikrobiologiczną z udziałem auksotroficznego 
szczepu drożdży  Saccharomyces cerevisiae ATCC 9080 wykonywano według metody 
Norris i Darbre [19]. Z hodowli drożdży na skosie agarowym pobierano oczko ezy 
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i zawieszano w 10 ml sterylnego roztworu 0,85 % NaCl. Po odwirowaniu i przemyciu, 
0,5 ml zawiesiny komórek wprowadzano do 500 ml 0,85 % sterylnego roztworu NaCl. 
Następnie 40 µl zawiesiny drożdży dodawano do wcześniej wysterylizowanych kolbek 
stożkowych zawierających płynną pożywkę hodowlaną pozbawioną inozytolu (Difco 
Inositol Assay Medium) oraz badane roztwory lub wzorce (zakres krzywej wzorcowej: 
0 - 1 μg inozytolu · ml-1). Wszystkie wzorce wykonano w trzech powtórzeniach. Po 
zaszczepieniu kolbki inkubowano 24 h w temp. 30 °C, a następnie przerywano hodow-
lę przez umieszczenie próbek w chłodziarce na 15 - 30 min. Miarą wzrostu S. cerevi-
siae ATCC 9080 był pomiar gęstości optycznej przy długości fali 660 nm. W oblicze-
niach zastosowano transformację logarytmiczną danych, zgodnie z metodyką zapropo-
nowaną przez Norris i Darbre [19]. 

System HPLC z detekcją RI 

Rozdział chromatograficzny wykonywano w układzie izokratycznym przy zasto-
sowaniu wody dejonizowanej jako fazy ruchomej, przy prędkości przepływu  
0,6 ml·min-1, w kolumnie analitycznej Aminex HPX-87C (300 mm × 7,8 mm; Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) termostatowanej w temp. 85 °C. Zastosowano chromatograf 
cieczowy Ultimate 3000 wyposażony w pompę gradientową LPG-3400A, autosampler 
WPS-3000SL, termostat do kolumn TCC-3000, detektor UV-VIS z matrycą diodową 
PDA-3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) oraz detektor RI 2300 (Knauer, Berlin, 
Niemcy), współpracujące z oprogramowaniem do akwizycji danych Chromeleon wer-
sja 8,0. Przed rozdziałem próbki filtrowano przez filtry strzykawkowe z nylonu o śred-
nicy 0,22 µm. Objętość iniekcji wynosiła 100 µl. 

System chromatografii jonowej HPAEC-PAD  

Rozdział prowadzono przy zastosowaniu pompy izokratycznej, model ISO-3000 
oraz pulsacyjnego detektora amperometrycznego, model ED50 (Dionex, Sunnyvale, 
CA, USA), półautomatycznego zaworu nastrzykowego z pętlą o pojemności 20 µl 
(Rheodyne) oraz kolumny CarboPac PA100 (250 × 4 mm) wraz z kolumną ochronną 
CarboPac PAl00 (5 × 4 mm) (Dionex). Cela detekcyjna zawierała złotą elektrodę robo-
czą oraz elektrodę referencyjną z Ag/AgCl. Wszystkie analizy zostały przeprowadzono 
w temperaturze pokojowej przy prędkości przepływu 1 ml·min-1 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 rozdziałem próbki 
filtrowano przez filtry strzykawkowe z nylonu o średnicy 0,22 µm. Objętość iniekcji 
wynosiła 100 µl. Akwizycja i obróbka danych zostały wykonane za pomocą programu 
Chromeleon wersja 8.0. 

Z otrzymanych wyników obliczano średnie arytmetyczne (n = 3 w teście mikro-
biologicznym, n = 4 w technice HPAEC) i odchylenia standardowe. Analizę staty-
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styczną przeprowadzono za pomocą programu Statistica wer. 9.0. Istotność różnic 
pomiędzy wartościami średnimi weryfikowano testem NIR Tukey’a na poziomie  
p ≤ 0,05. Analizę korelacji pomiędzy metodami oznaczania mio-inozytolu przeprowa-
dzono na poziomie prawdopodobieństwa 95 %. 

Wyniki i dyskusja 

W metodzie mikrobiologicznej do oznaczania mio-inozytolu w materiale biolo-
gicznym wykorzystano auksotroficzny szczep drożdży Saccharomyces cerevisiae 
ATCC 9080. Przyrost biomasy drożdży warunkowany był obecnością mio-inozytolu 
w badanych próbach, miarą wzrostu S. cerevisiae był pomiar gęstości optycznej ho-
dowli przy długości fali 660 nm. 

W pierwszej fazie badań, jako alternatywną technikę instrumentalną rozwijano 
metodę HPLC z detekcją refraktometryczną. Niestety, w warunkach rekomendowa-
nych dla pracy kolumny (temp. 85 °C) uzyskane chromatogramy z analizy próbek za-
równo mio-inozytolu dializowanego, jak i wolnego nie pozwalały na identyfikację piku 
reprezentowanego przez mio-inozytol (rys. 1B). Specyfika metody in vitro powoduje, 
że zastosowany na etapie trawienia zestaw enzymatyczny przyczynił się do uzyskania 
w dializatach (inozytol dializowalny) bardzo szerokiego spektrum związków o charak-
terze peptydów, aminokwasów oraz sacharydów. Jeden z monosacharydów – na pod-
stawie analizy wzorców można wnioskować, że to jest fruktoza (rys. 1A), o czasie 
retencji (12,43 min) zbliżonym do mio-inozytolu (12,85 min) – obecny w dializacie 
w dużym stężeniu powodował przypuszczalnie trudności z identyfikacją interesującego 
poliolu. Zastosowany izokratyczny układ rozdziału, który nie pozwala na operowanie 
gradientem i stosunkowo niska czułość w trybie detekcji RI (mio-inozytol charaktery-
zuje niewielka aktywność optyczna), zadecydowały o rezygnacji z dalszych analiz 
w tym układzie pomiarowym. 

Z uwagi na relatywnie niski poziom mio-inozytolu m.in. w próbkach uzyskanych 
z procedury in vitro wprowadzono technikę chromatografii jonowej z czułym syste-
mem pulsacyjnej detekcji amperometrycznej (sygnały standardów rys. 1B (10 µg) oraz 
(0,1 µg)). Zastosowana kolumna CarboPack PA-100 pozwalała na obserwację profilu 
sacharydów oraz mio-inozytolu. Typowy chromatogram z analizy tą metodą przedsta-
wiono na rys. 2. 

Zawartość całkowitego inozytolu oznaczona metodą HPAEC była największa 
w kukurydzy niemodyfikowanej (3667 μg·g-1), natomiast metodą mikrobiologiczną 
wykazano najwyższy poziom w śrucie sojowej GMO (2636,40 μg·g-1) (tab. 1). 
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Rys. 1.  Nałożone chromatogramy wzorców cukrów: (1) melecytoza; (2) maltoza; (3) glukoza; (4) man-

noza; (5) fruktoza; (6) rybitol oraz wolnego mio-inozytolu w próbce kukurydzy niemodyfikowa-
nej (A); wzorca mio-inozytolu (10 µg) oraz wolnego mio-inozytolu w próbce 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 charakteryzował zbliżony po-

ziom puli całkowitego inozytolu (2748 μg·g-1 w paszy pszenno-sojowej, 2575 μg·g-1 
w mieszance kukurydziano-sojowej). Podobna obserwacja dotyczy testu mikrobiolo-
gicznego, przy czym zawartość inozytolu całkowitego była odpowiednio mniejsza 
(1564 μg·g-1 w paszy pszenno-sojowej, 1357 μg·g-1 w mieszance kukurydziano-
sojowej). 

W przypadku metody mikrobiologicznej nie wykazano statystycznie istotnych 
różnic pomiędzy kukurydzą GMO i niemodyfikowaną pod względem zawartości ino-
zytolu całkowitego, chociaż w analogicznym oznaczeniu techniką HPAEC uzyskano 
wyższy poziom całkowitej puli tego związku w kukurydzy tradycyjnej. 
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Rys. 2.  Nałożone chromatogramy wzorca mio-inozytolu (0,1 µg) oraz mio-inozytolu dializowalnego 

w próbce śruty 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). 
 
Zawartość wolnego inozytolu oznaczona techniką HPAEC, wyrażona jako pro-

cent całkowitej puli tego związku, była największa w paszy kukurydziano-sojowej 
i śrucie sojowej (odpowiednio: 23 i 21 %), najmniejsza w pszenicy (6,8 %), podobnie 
jak w oznaczeniu mikrobiologicznym (3,6 %). W oznaczeniu chromatograficznym nie 
stwierdzono statystycznie istotnych różnic pomiędzy pulą wolnego inozytolu w kuku-
rydzy GMO i niemodyfikowanej (odpowiednio: 465 i 482 μg·g-1). Ilość inozytolu 
uwolnionego in vitro z komponentów paszowych w przypadku metody HPAEC była 
największa w śrucie sojowej tradycyjnej (850,17 μg·g-1), natomiast najmniejszą zawar-
tość stwierdzono w pszenicy (73 μg·g-1). Podobne zależności wykazano w teście mi-
krobiologicznym, przy czym zawartość dializowalnego inozytolu była, podobnie jak 
w przypadku pozostałych pul inozytolu, odpowiednio mniejsza, w śrucie sojowej wy-
nosiła 308 μg·g-1. Biorąc pod uwagę obydwie metody, nie stwierdzono natomiast staty-
stycznie istotnych różnic pod wzgledem puli inozytolu uwolnionego in vitro pomiędzy 
kukurydzą GMO oraz niemodyfikowaną, ale w ujęciu procentowym wobec całkowitej 
puli inozytolu wartości odczytów techniką HPAEC były niższe (4,4 - l6 %) w stosunku 
do testu z S. cerevisiae (ok. 10 %). Pula biodostępnego inozytolu, oznaczonego 
w komponentach paszowych za pomocą testu mikrobiologicznego, oscylowała pomię-
dzy 9,6 a 12,9 %, natomiast w przypadku techniki HPAEC rozpiętość wyników była 
znacznie większa (2,43 - 34,5 %) (tab. 1). Przeprowadzono analizę korelacji pomiędzy 
danymi uzyskanymi w ramach obu metod i każdej puli inozytolu indywidualnie (cał-
kowity, wolny, dializowalny). Najwyższy współczynnik korelacji (r = 0,88) uzyskano 
pomiędzy zawartością inozytolu uwolnionego in vitro i oznaczonego metodą mikrobio-
logiczną a poziomem związku oznaczonym techniką HPAEC (rys. 3). Analogiczne 
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parametry obliczone w przypadku inozytolu całkowitego i wolnego (odpowiednio  
r = 0,66 oraz 0,69) wskazują na znaczne rozbieżności pomiędzy 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
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Rys. 3.  Wykres rozrzutu wyników oraz krzywa regresji pomiędzy wynikami dwóch metod oznaczania 

zawartości mio-inozytolu dializowalnego (in vitro): za pomocą 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 większe zawartości inozytolu całkowitego uzyskane techniką HPAEC, 

w stosunku do wyników metody mikrobiologicznej są zgodne z danymi opublikowa-
nymi przez Tagliaferriego i wsp. [26]. W materiale sypkim typu odżywki dla niemow-
ląt czy mleko w proszku stwierdzili oni 30 - 50 % różnice pomiędzy testem mikrobio-
logicznym a chromatografią jonową. Porównując materiał zawierający soję, który te-
stowali wymienieni autorzy, z analizowanymi w niniejszej pracy śrutami sojowymi, 
uzyskano kilkukrotnie większe zawartości (odpowiednio: 300 - 1500 i 2464 - 
2822 μg·g-1). Powyższe różnice mogą być spowodowane odmienną procedurą przygo-
towania próbki, która w przypadku Tagliaferrego i wsp. obejmowała hydrolizę  
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alkaliczną (3 M KOH) oraz enzymatyczną (alkaliczna fosfataza), wobec znacznie 
ostrzejszej hydrolizy kwasowo-termicznej zastosowanej w niniejszej pracy (1 M HCl, 
temp. 123 ºC, 48 h). Pierwsza procedura nie pozwoliła na uwolnienie całkowitej puli 
inozytolu obecnego m.in. w fosfolipidach i związkach fitynowych. Autorzy pracy nie 
określili również zawartości dodatków sojowych w materiale sypkim, która w przy-
padku analizowanej śruty sojowej czy mieszanek paszowych jest duża. 

Biorąc pod uwagę bardzo podobną stereochemię mio- i chiro-inozytolu oba izo-
mery mogą charakteryzować identyczne czasy retencji, chociaż Kong i wsp. rozdzielili 
te związki przy zastosowaniu elektroforezy kapilarnej sprzężonej z detekcją elektro-
chemiczną [15]. Chiro-inozytol jest obecny w znacznych ilościach w tkankach soi, 
pełniąc funkcję osmoprotektanta, może to być wytłumaczenie większej zawartości 
oznaczonej w produktach zawierających soję [12]. Powszechnie wiadomo, że soja 
zawiera dużą ilość białka i aminokwasów. Eggleston [9] podaje, że szczególnie hydro-
fobowe aminokwasy wpływają na zafałszowanie odczytu w systemach detekcji elek-
trochemicznej ze złotą elektrodą roboczą, jednak, w przeciwieństwie do jego obserwa-
cji sugerujących efekt supresyjny w przypadku obecności argininy, wykluczono moż-
liwość nakładania się czasów retencji obu związków przy zastosowanych warunkach 
rozdziału i ustawieniach detektora PAD (rys. 3). 

W pszenicy oznaczono relatywnie niski poziom inozytolu wolnego zarówno me-
todą mikrobiologiczną (43 μg·g-1), jak i HPAEC (205 μg·g-1) w stosunku do pozosta-
łych komponentów pasz, m.in. kukurydzy, co jest zgodne z wynikami Koninga [16]. 
Większość inozytolu związana jest z pulą kwasu fitynowego, więc różnice można 
przypisać większej zawartości fitynianów w kukurydzy, aż do 88 % całkowitego fosfo-
ru [20] w stosunku do 70 - 75 % całkowitego fosforu w pszenicy [22]. 

Obliczona, na podstawie wyników metody mikrobiologicznej, 10 % biodostęp-
ność inozytolu z konwencjonalnej kukurydzy, trawionej in vitro, jest zbliżona do uzy-
skanej przez Spencera [25].  

Zawartość mio-inozytolu w produktach żywnościowych oraz tkankach zwierzę-
cych była z sukcesem oznaczana za pomocą metod mikrobiologicznych [14, 30]. Po-
mimo wysokiej czułości i selektywności na odczyt może jednak wpływać obecność 
inhibitorów wzrostu testowego mikroorganizmu S. cerevisiae ATCC 9080 oraz nie-
kompletne uwolnienie związku z materiału w trakcie testu [26]. W przeciwieństwie do 
tych mankamentów, metoda chromatografii jonowej może pozwolić na rutynowe, zau-
tomatyzowane i wymagające relatywnie niewielkiego nakładu czasowego pomiary 
zawartości inozytolu.  
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Rys. 4.  Nałożone chromatogramy wzorców mio-inozytolu (2 µg) oraz DL-argniny (2 µg), kolumna 
CarboPack PA-100, detekcja elektrochemiczna (PAD). 

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

 
Dość złożony charakter matrycy, zwłaszcza w przypadku próbek inozytolu diali-

zowalnego oraz wolnego, może wpływać na zawyżenie odczytu detektora elektroche-
micznego. 

Podsumowanie 

Analiza statystyczna wyników uzyskanych przy zastosowaniu techniki HPAEC-
PAD oraz testu mikrobiologicznego wskazuje na znaczące rozbieżności pomiędzy 
obydwiema metodami oznaczania mio-inozytolu w paszach i ich roślinnych kompo-
nentach. Weryfikacji wymaga ewentualny wpływ substancji pochodzenia białkowego 
obecnych w dużym stężeniu m.in. w próbkach uzyskanych z procedury in vitro, na 
zafałszowanie odczytu w systemie pulsacyjnej detekcji elektrochemicznej. Powyższe 
wątpliwości mogą rozstrzygnąć dodatkowe analizy za pomocą 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 
 

S u m m a r y 
 

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 μg/g (corn-soybean feed) and 3667 μg/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 μg/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 μg/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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