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Abstract

BELCREDIOVA, N., EHRENBERGEROVA, J., HAVLOVA P.: Enzyme superoxide dismutase in
grain of barley and malt. Acta univ. agric. et silvic. Mendel. Brun., 2006, LIV, No. 2, pp. 7-14

The aim of the work was modification of superoxide dismutase enzyme (SOD, EC 1.15.1.1) activity
analysis in barley grain and identical malts with using of the Ransod set. This set from company Ran-
dox were used for enzyme determination in blood samples. This method employs xanthine and xanthi-
ne oxidase to generate superoxide radicals, which react with tetrazolium chloride to form a red forma-
zan dye. SOD is classified as natural antioxidants and enzyme plays a significant role at detoxication of
products of molecular oxygen degradation. The largest rate of SOD occurs in embryo of barley grain.
Its presence in barley grain and malt thus inhibits rancidity of grain during storage and undesirable beer
flavour. The line Wabet x Washonubet (in grain-104,93 and malt 152,42 U/g dry matter) and the variety
Annabell (104,65 a 147,21 U/g dry matter) had the highest activity of SOD in grain and malt of barley
while the lowest activity was measured in the line KM 1910 (73,15 a 88,16 U/g dry matter) and variety

Tolar (74,34 a 96,44 U/g dry matter).

superoxide dismutase, SOD, Ransod, barley, malt

Volné kyslikové radikaly vznikaly na nasi planeté
spolu se vznikem kyslikové atmosféry. Kyslik je ne-
zbytny pro zivot, ale je tfeba si uvédomit také jeho
roli pfi tvorb&é nebezpecnych volnych radikali. Na
druhé stran¢ tyto radikaly nejsou jen Skodlivé toxické
fyziologickych funkci. Volné radikaly jsou molekuly,
atomy nebo ionty, které maji ve valencni sféfe jeden
nebo vice neparovych elektroni davajicich radikalim
jejich vysokou reaktivitu a tim i nestabilitu. Tim zpi-
sobuji oxidacni stres bunck a tkani a to ve dvou situa-
cich — pfi jejich zvysSené tvorbé a pii nedostatecné an-
tioxida¢ni ochrané organismu (Halliwell, 1991; Zima
et al., 1996).

Terminem oxidacni stres se oznacuje zvySena pii-
tomnost reaktivnich forem kysliku nebo volnych ra-
dikalu, ktera nasledné vede u postizeného organismu
k poruse tkané ¢i orgdnu. Za normalnich podminek je

tvorba reaktivnich forem kysliku v rovnovaze s me-
chanismy, které vedou k jejich odstrafiovani tzv. sca-
vengerovym (zametacovym) systémem. Ten zajiStu-
je, ze reakce probihaji ve fyziologickém rozmezi a
organismus neohrozuji. Dtlezité jsou, nejenom v zr-
nu, piedev§im enzymové scavengery, mezi néz patii
enzymy jako je superoxid dismutasa, katalasa a pero-
xidasa (Clarkson et al., 1992), které likviduji nékteré
reaktivni formy kysliku, z nichz mize vznikat reak-
tivn&jsi hydroxylovy radikal (Skrha, 1998), ktery je
schopen atakovat vSechny typy biologicky vyznam-
nych molekul lipidt, proteinti a DNA. Jestlize se vy-
tvoii tento radikal, reaguje s vétSinou molekul in vivo,
je velmi Skodlivy na misté vzniku a nemigruje mimo
buiiku (Greguska, 1997).

V roce 1969 objevili McCord a Fridowich (Mc-
Cord and Fridovich, 1969) vysoce aktivni obranny
systém proti piisobeni volnych kyslikovych radikala,
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a to metaloenzym superoxid dismutasu (SOD, E.C.
1.15.1.1) spravné nazyvany jako superoxid/superoxid
oxidoreduktasa (Fridovich, 1986), ktery byl do této
doby pouze pfedmétem mnoha vyzkumi ve vSech
oblastech biologie (Bowler et al., 1994).

Superoxid dismutasa byl nalezen téméf u vsech
organismul, které poutaji kyslik (McCord et al., 1971),
v nékterych aerotolerantnich anaerobech (Tally et al.,
1977) a obligatnich anaerobech (Hewitt and Morris,
1975).

SOD katalyzuje naslednou reakci: 20,” + 2H* —
H,0, + O, (Bensinger and Johnson, 1981; Fridovich,
1995; Hasan and Fridovich, 1981; Packer, 2002).
Pfi této reakci SOD vychytava superoxidovy radi-
kal a vyvolava vznik kysliku a peroxidu vodiku dle
predeslé reakce. Zatimco peroxid vodiku je odstra-
nén katalasami a peroxidasami, superoxid dismutasa
zabranuje pievedeni superoxidového radikalu na OH
(Hasan and Fridovich, 1981). Tato spontanni reakce je
pii pH 7 velmi rychla a piesto ji pfiroda urychlila tim-
to enzymem o dalsi ¢tyfi fady (rychlostni konstanta je
pak 2.10° dm?.mol™".s™") (Maliskova, 2004).

Enzym SOD obsahuje ve své struktufe man-
gan (MnSOD), Zelezo (FeSOD) nebo méd’ a zinek
(CuZnSOD) (Bowler et al., 1992; Hasan and Frido-
vich, 1981; Zima et al., 1996). Enzymy SOD obsa-
hujici ionty Fe a Mn jsou strukturalné velmi podob-
né, na rozdil od CuZnSOD, ktera s nimi strukturalné
nesouvisi. Mechanismus katalyzy je pro vSechny typy
stejny, v podstaté zahrnuje proteinovou strukturu
ohranic¢enou kladné nabitymi zbytky aminokyselin,
jez vytvaieji elektrostaticky pokles pro pritazlivost
superoxidovych radikalt k aktivnimu mistu. Kov pii-
tomny v aktivnim misté enzymu pak provede trans-
port mezi dvéma superoxidovymi radikaly a podstou-
pi oxida¢né-redukéni reakci (Bowler et al., 1994).
Pritomnost SOD v rostlinach je muze opétovné chra-
nit proti nepfiznivym okolnim podminkam (Bowler et
al., 1992, 1994; Gupta et al., 1993).

FeSOD ma strukturu dimeru a obsahuje dvé iden-
tické subjednotky. Ve srovnani se zvifaty, kde chybi,
byl nalezen v né€kolika rostlinnych druzich a studie
ukazaly, Zze pokud je pfitomen, vyskytuje se v chlo-
roplastu.

MnSOD, prozatim prostudovanéjsi nez FeSOD, se
objevuje v mitochondrialni matrix vSech doposud stu-
dovanych rostlin. Enzym je slozen ze stejnych jedno-
tek bud’ jako dimer, ¢i tetrametr.

CuZnSOD byl stanoven v Sirokém spektru orga-
nismi véetné kvasinek, 1é¢ivych rostlin (Campanel-
la et al., 2003), ze zelenin napi. mrkvi, Spenatu, zeli
aj. (Aga et al., 1998), obilninach nebo i v krvi skotu
(Bensinger and Johnson, 1981) ¢i ¢loveka.

Enzym je dimer, ktery je sloZzen ze dvou identic-

kych subjednotek, vyskytujici se v cytosolu nebo ve
stroma chloroplastu nebo tetramer nalezeny v tkanich
¢loveéka (Fridovich, 1986), CuZnSOD také ve stroma
chloroplastu (Bowler et al., 1994).

Pocet jednotlivych isoenzymu se lisi od rostliny
k rostliné. V zelenych listech ptfevlada piedevsim
chloroplastova SOD, zatimco u kli¢icich rostlin a
oslabeném materialu SOD mitochondridlni a cyto-
plasmaticka. Toto rozmisténi podle vseho odrazi zmé-
ny vyskytujici se v subcelularnich mistech vytvareni
oxiradikalt, a to béhem fotosyntetickych reakci, které
prevladaji v bunéném metabolismu; proto je dilezi-
ta poteba zvysenych SOD v chloroplastech (Bowler
etal., 1994).

SOD je v zrnu jeémene nejvice lokalizovana
v embryu, ale mensi mnozstvi se nachazi v aleurono-
vé vrstve. V zrnu a v zeleném sladu je pomérné tepel-
n¢ stabilni, ale ni¢i se rmutovanim. Mnozstvi super-
oxid dismutasy v zrnu jeCmene se méni v zavislosti na
odradé a lokalit¢ (Bamforth, 1983; Havlova, 1999).
Jeji aktivitu je mozné ovlivnit zménou podminek
pii sladovani, ale také teplotou pii kli¢eni a stupném
domoceni. S poctem dnu kliceni roste aktivita enzy-
mu az do ¢tvrtého a patého dne kliceni a Sesty den se
jiz hodnoty aktivit neméni, nebo dochazi k mirnému
poklesu (Bamforth, 1983; Havlova, 1994, 1999; Hav-
lova et al., 1996).

Aktivita SOD je stimulovana zvy$enou tvorbou su-
peroxidu, coz se muze projevit naptiklad pii zménach
parametru oxidace (Zima et al., 1996). Pfitomnost su-
peroxidového anionového radikalu v pivu mize mit
vliv na peroxidaci lipidt, degradaci polysacharidd a
inaktivaci enzyma. V zrnu jeCmene a sladu zabranuje
zluknuti béhem skladovani a nezadoucim ptichutim
piva (Havlova, 1999).

MATERIAL A METODIKA

Aktivita enzymu superoxid dismutasy byla sledo-
vana v zrnu a sladu celkem u dvaceti odrtd a linii jec-
mene jarniho (Hordeum vulgare L.) (Tab. 1), z toho
pét odrad bylo sladovnického typu, sedm linii vzniklo
ktizenim sladovnickych typi a waxy typt amerického
pvodu na Ustavu péstovani, $lechténi rostlin a rostli-
nolékarstvi MZLU v Brn¢ a osm bezpluchych forem
(oznacenych dale KM) bylo vyslechténo v Zemédél-
ském vyzkumném tstavu Kroméfiz, s.r.o.

Odrudy a linie je¢mene byly péstovany ve dvou po-
kusnych systémech péstovani:

- s chemickym osetfenim (konvenéni systém pésto-
vani, tj. hnojeno mineralnimi hnojivy a pouzity pes-
ticidy)

- bez chemického oSetfeni.
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I: Seznam odrid a linii jecmene jarniho

Aktivita enzymu byla ve vySe uvedeném rostlin-
ném materidlu hodnocena pomoci soupravy Ransod.
Tato souprava, vyrabénd anglickou firmou Randox,
je urcena pro analyzu aktivity SOD ve vzorku krve.
Bylo tedy nutné pfizptsobit jednotlivé faze meto-
diky, zvlasté vlastni pfipravu vzorkt, pro analyzo-
vany rostlinny material, v nasem pfipad¢ na zrno a
slad. Podrobny popis modifikované metodiky vcet-
n¢ dilezitych parametri bude publikovan v Casopise
Chemickeé listy.

Princip metody je zalozen na vyuziti xanthinu a
xanthin oxidasy, které vytvareji superoxidovy radikal,
ktery reaguje s tetrazoliovou soli na Cerven¢ zbarve-
ny formazan. Aktivita SOD je méfena stupném inhi-
bice této reakce, ke které dochazi pti teploté 37 °C
a absorbanci 505 nm. Hodnoty absorbanci u jednotli-
vych vzorki byly naméteny po 30 sekundach (A)) a
po tfech minutach (A,). Na zéklad€ kalibra¢ni kfivky,

Odridy stl;lcjll(l)vnického Bezpluché linie Pluchaté linie PouZzité oznaceni
Amulet KM 17701 Kompakt x Krona Ko x Kr
Tolar KM 1910 Krona x Kompakt Kr x Ko
Kompakt KM 2001 Kompakt x Wabet Ko x Wb
Annabell KM 2074 Wabet x Kompakt Wb x Ko
Jersey KM 2084 Krona x Wanubet Kr x Wnb
KM 2092 Wanubet x Krona Wnb x Kr
KM 2283 Wabet x Washonubet Wb x Wsnb
KM 2387

vytvorené pomoci analyzy standardu, byla vypoctena
aktivita SOD v U/g suSiny, tj. jednotky SOD na gram
susiny vzorku zrna je¢mene i sladu.

Ziskané experimentalni vysledky byly zpracovany
pomoci programu UNISTAT 5.1 vicefaktorovou ana-
Iyzou variance s naslednym testovanim rozdila pru-
mérnych hodnot LSD — testem (P < 0,05).

VYSLEDKY A DISKUSE

Zpracovani experimentalnich vysledkt analyzou
variance (Tab. II) potvrdilo statisticky velmi vysoce
vyznamny vliv odriid na aktivitu SOD v zrnu je¢me-
ne i sladu. Systém péstovani a interakce odrid a linii
se systémem péstovani ovlivnil aktivitu SOD v zrnu
také velmi vysoce vyznamné, zatimco aktivita SOD
sladu byla ovlivnéna interakci odrid a linii se systé-
mem péstovani jen vyznamné.

II: Analyza variance aktivity enzymu superoxid dismutasy v zrnu a sladu

Zdroj proménlivosti d.f. MS, . MS, .,
Odrudy a linie 19 2432,30%** 2432,360***
Systém péstovani 1 576,66%** 576,655
Interakce:

Odrdy a linie x systém péstovani 18 378,998*** 356,922%*
Chyba 77 59,710 192,862
Celkem 115 303,750 626,847

Pozn.: *P <0,05; ***P < 0,001

Aktivita superoxid dismutasy v zrnu je¢mene

Nejvyssi primérné aktivity superoxid dismutasy
(Graf 1) dosahla linie Krona x Kompakt, ato 114,84 U/
g susiny, nelisila se ale aktivitou statisticky vyznamné

od dalsich linii Kompakt x Wabet (110,19 U/g susi-
ny), Kompakt x Krona (108,63 U/g susiny), Wabet x
Washonubet (104,93 U/g susiny), Wabet x Kompakt
(104,42 U/g susiny) a sladovnické odridy Annabell
(104,65 U/g susiny).
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1: Prumeérné hodnoty aktivit enzymu superoxid dismutasy v zrnu
Pozn.: Odlisna pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamn¢ odlisné pramérné hodnoty pii P < 0,05

Vysv.: Ko x Kr = Kompakt x Krona
Wb x Ko = Wabet x Kompakt
Wb x Wsnb = Wabet x Washonubet

Naopak nejnizsi aktivity SOD 71,87 U/g suSiny
byly detekovany u linie KM 2283, ktera se ale statis-
ticky vyznamné neliSila od ostatnich kromeétizskych
linii (73,15-82,19 U/g susiny), kromé linie KM 2074
(89,08 U/g susiny), ale ani od sladovnickych odrid
Tolar a Amulet (74,34 a 81,08 U/g susiny).

Linie z reciprokych kifizeni odrad Kompakt x Kro-
na a Krona x Kompakt (108,63, resp. 114,84 U/g susi-
ny) i Kompakt x Wabet a Wabet x Kompakt (110,19,
resp. 104,42 U/g susiny) mély vy$si aktivitu nez rodi-
covské odrida Kompakt (101,62 U/g suSiny). Statis-
ticky vyznamné zvySeni aktivity SOD oproti rodi¢ov-
ské odrudé Kompakt bylo vsak zjisténo pouze u linie
Krona x Kompakt.

Aktivita superoxid dismutasy ve sladu

Ve sladu byla nejvyssi aktivita enzymu SOD (Graf 2)
zjisténa u linie Krona x Wanubet (153,67 U/g susiny),
ktera se statisticky vyznamné neliSila od linii Wabet x
Washonubet (152,42 U/g suSiny), Wanubet x Krona
(142,33 U/g susiny) a sladovnickych odrid Kompakt,
Jersey a Annabell (136,95, 146,13 a 147,21 U/g susiny).

U kroméfizskych linii KM 1910, KM 1771, KM
2084, KM 2283 (88,16-100,29 U/g susiny) byla sta-
novena nejniz$i aktivita SOD a také, jako v pfipadé
zrna jeCmene, u sladovnickych odriid Tolar a Amulet
(96,44 a 105,12 U/g susiny).

Dalsi skupina linii kroméfizské provenience KM
2092, KM, 2074, KM 2001, KM 2387 se od sebe ani

Kr x Ko = Krona x Kompakt
Kr x Wnb = Krona x Wanubet

Ko x Wb = Kompakt x Wabet
Wnb x Kr = Wanubet x Krona

od odridy Amulet aktivitou ve sladu vyznamné neli-
sily (106,33-126,35 U/g susiny). Sladovnicka odru-
da Kompakt (136,95 U/g suSiny) méla vyssi aktivitu
enzymu, ne vsak statisticky vyznamné vyssi, nez linie
(128,68—-133,84 U/g susiny), které mély tuto odru-
du v rodic¢ovské pozici, coz byl opacny vysledek nez
v pfipadé zrna.

V priméru vsech odrid byla statisticky vyznamné
vyssi aktivita SOD stanovena ve sladu (Graf 3), a to
122,96 U/g susiny oproti aktivit¢ SOD v zrnu (91,56 U/
g susiny). Timto byly potvrzeny i vysledky Boivina
(Boivin, 2001; Boivin et al., 1993), ktery zjistil vzdy
vy$$i antioxidacéni aktivitu u sladu a podle jeho vysled-
ka se aktivita SOD pohybuje v rozmezi 96-187 U/g
susiny, coz s nasimi vysledky koresponduje.

Aktivita superoxid dismutasy v zrnu je¢mene a
sladu z odli$nych zptsobt péstovani

Primérna hodnota SOD zrna byla u vzorki z che-
mického oSeteni 94,91 U/g suSiny a bez chemické-
ho 88,70 U/g susiny. Primérna aktivita SOD ve sladu
zrna z porostu chemicky osetfeného byla 121,94 U/g
susiny a 123,84 U/g susiny u vzorkd z porostu bez
chemického oSetieni.

Porovnanim uvedenych systému péstovani (Graf 4)
bylo zjisténo, ze zpusob osetieni nemél vliv na stano-
vovanou aktivitu enzymu SOD, nebot’ primérné hod-
noty SOD v zrnu ani ve sladu se od sebe statisticky
vyznamng nelisily.
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2: Priimérné hodnoty aktivit enzymu superoxid dismutasy ve sladu
Pozn.: Odlisna pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamné odli§né primérné hodnoty pti P < 0,05

Vysv.: Ko x Kr = Kompakt x Krona
Wb x Ko = Wabet x Kompakt
Wb x Wsnb = Wabet x Washonubet

Kr x Ko = Krona x Kompakt
Kr x Wnb = Krona x Wanubet

Ko x Wb = Kompakt x Wabet
Wnb x Kr = Wanubet x Krona
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3: Prumérna aktivita enzymu superoxid dismutasy v zrnu a sladu
Pozn.: Odlisna pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamné odlisné pramérné hodnoty pii P < 0,05



12 N. Belcrediova, J. Ehrenbergerova, P. Havlova

130 -

120 A

110 4

Ulg susiny
<)
o

90 4

80 4

70
chemicky neosetiené varianty chemicky oSetfené varianty chemicky neosetfené varianty chemicky oSetfené varianty

Zrno Slad

4: Porovnani aktivit enzymu superoxid dismutasy zrna a sladu u odlisSnych systémii péstovani
Pozn.: Odlisna pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamné odlisné praimérné hodnoty pii P < 0,05

SOUHRN

Cilem prace byla modifikace stanoveni aktivity enzymu superoxid dismutasa (EC 1.15.1.1) (SOD)
pomoci soupravy Ransod na vzorky zrna je¢mene a sladu. SOD patii do skupiny pfirodnich antioxidan-
t a ma vyznamnou funkeci pii detoxikaci produktt rozpadu molekularniho kysliku. Nejvétsi podil SOD
se vyskytuje v embryu zrna je¢mene. Jeho piitomnost v zrnu a sladu zabraiuje zZluknuti béhem sklado-
vani, ale také nezadoucim pfichutim v pivu.

Souprava Ransod je urcena pro stanoveni SOD ve vzorku krve a doposud nebyla vyuzita pro stanove-
ni aktivity SOD v rostlinném materialu, resp. v zrnu a sladu; jednalo se tedy o prvni aplikaci soupravy
Ransod pro stanoveni SOD v zrnu a sladu. Podstata této soupravy spociva v reakci xantinu a xanthin
oxidasy, které vytvofi superoxidovy radikdl reagujici s tetrazoliovou soli na ¢ervené zbarveni. Touto
metodou byla stanovena aktivita enzymu ve vzorcich zrna a sladu u 20 odrid a linii je¢mene ze dvou
systému péstovani, a to s chemickym oSetienim a bez chemického osetieni.

Bylo prokazano, ze statisticky vyznamné vyssi aktivita SOD byla ve sladu oproti zrnu je¢mene, naopak
nebyl potvrzen rozdil v aktivitach tohoto enzymu mezi zvolenymi systémy péstovani. Nejvyssi aktivita
SOD v zrnu i sladu byla zjisténa u linie Wabet x Washonubet (v zrnu 104,93 a sladu 152,42 U/g suSiny)
a sladovnické odridy Annabell (104,65 a 147,21 U/g suSiny), zatimco nejniz$i aktivitu méla bezplucha
linie KM 1910 (73,15 a 88,16 U/g susiny) a odriida Tolar (74,34 a 96,44 U/g suSiny).

superoxid dismutasa, SOD, Ransod, je¢men, slad

Piedlozené vysledky byly ziskany v ramci feseni projektu FRVS 420/2005/G4 a Vyzkumného centra
MSMT 1M6215648902.
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