GREEN MASS OF BARLEY PLANTS AS A SOURCE ANTIOXIDANT
ENZYMES

ZELENA HMOTA ROSTLIN JECMENE JAKO ZDROJ ANTIOXIDACNICH
ENZYMU

Kopacek J., Ehrenbergerova J., Macuchova S.

Ustav pestovani, Slechténi rostlin a rostlinolékaistvi , Agronomicka fakulta, Mendelova zemé&délska
a lesnicka univerzita v Brn€, Zemédélska 1, 613 00 Brno, Ceska republika.

E-mail: kope@email.cz, ehren@mendelu.cz, macuchova.s@seznam.cz

ABSTRACT

The topic of this study consisted in chemist research of green parts of young barley plants in
the different growth phases, in light of enzyme catalase activity. The aim of our work was to
choose the optimal material of barley for growing and subsequent processing. We dealt with
problems of machine-made harvest of green matter. In the organism, enzyme catalase protects
cells against the toxic effect of a higher concentration of hydrogen peroxide by cleaving to
water and oxygen. On our three-year research we evaluated activity of enzyme catalase in
barley grass. We used spring two-row barley varieties Sebastian, Malz and the line KM1910,
grown in 2005-2007 in plots of MUAF in Zabéice and Agrotest Krométiz, under restricted
chemical inputs. Analytical determination of enzyme catalase were carried out in two
samplings. Barley green matter was taken in defined growth phases, as described by the
decimal code (DC) scale: sampling I at growth phase DC29 and sampling II at phase DC31.
In the year 2006 juice was made from the biomass of the variety Sebastian (DC31, Zabéice).
Then the obtained product (juice) was analyzed. To determine the activity of catalase enzyme
we used the photometric method based on measurement of the decrease in absorbance at
hydrogen peroxide cleaving, the difference measured for a time unit is a measure of catalase
activity. Mentioned analyses we performed in the Brewing and Malting Research Institute
in Brno. Catalase activity is expressed in U.g" dry matter. Samplings, localities and years had
very highly significantly effect on catalase activity. No significant effect was found in average
catalase activity between the line KM1910 (718 U.g") and variety Sebastian (684 U.g™), but
variety Malz showed significantly lower rate (631 U.g"). Average values (involving all
factors) obtained from single localities embodied no statistically significantly difference.
Green matter from sampling I- DC29 had significantly higher activity of catalase (854 U.g™)
than sampling II- DC31 (503 U.g™).
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UVOD

Mladé zelené ¢asti rostlin charakterizuje obecné zvySeny obsah nékterych vitamini a
provitamintl, zajimavy je zejména zvyseny podil vitaminu E, C a karotenoidd, s prokazanou
antioxida¢ni Ucinnosti. Jsou ovSem také bohatym zdrojem mnoha vyznamnych enzymd,
z nichz jsou cenény zvlasté superoxid dismutasa (SOD) a katalasa (CAT).

Enzym katalasa patii do skupiny oxidoreduktas (Zehnalek, 2003). Katalasa (EC 1.11.1.6) je
heminovy protein obsahujici v prostetické skupiné Ctyti ferriprotoporfyrinové zbytky, pevné
vazané na bilkovinu (Bergmeyer, 1970). Zajistuje st€peni pro buiky Skodlivého peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. Byl izolovan z rostlinnych, Zivo¢isnych material i mikroorganismt
a je jednim z nejaktivnéj$ich enzymu (Havlova, 1999).

2H,0, ->2H,0 +0,

Jedna se o tetramerni hemoprotein o molekulové hmotnosti 240 kDa, obsahujici 4
molekuly NADPH. Nejvyssi aktivitu v lidském téle vykazuje v mitochondriich a
peroxizomech hepatocytl a v cytoplazmé enterocytl. V organismu chrani buiky pred
toxickym vlivem vysS§i koncentrace peroxidu vodiku a to odstraiovanim peroxidu vodiku
produkovaného v peroxizomech oxidasami pii beta-oxidaci mastnych kyselin, glyoxaldtového
cyklu nebo pii katabolismu purinti. Katalyzuje ptimy rozpad peroxidu vodiku nebo oxidaci
nékterych substratii peroxidem vodiku (Piterkova, 2005). Inhibitory kataldzy jsou H,S, HCN,
CO, NaN, Cu2+, Pb2+, HCOOH. Optimalni pH pro ¢innost katalasy je 6,8-7,5.

Cilem nasi prace bylo stanovit aktivitu enzymu katalazy v zelené hmot€ béhem raného
ristu a vyvoje rostlin.

MATERIAL A METODIKA

1) Rostlinny material, tzn. dvé odrady pluchatého dvoutradého jarniho je¢mene Sebastian
a Malz a bezplucha linie KM1910, byly péstovany v letech 2005-2007 na dvou lokalitach,
N.ha™. Analyticka stanoveni enzymu katalasy se provadéla ve dvou odbérech zelené hmoty a
to v definovanych ristovych fazich podle makrofenologické stupnice. Zelend hmota byla
odebirana v rastové fazi DC29 (1. odbér) a v ristové fazi DC31 (II. odbér).

2) Soucasti feSeni bylo dalsi zpracovani zelené biomasy je¢mene s ohledem na Setrnost
konzervacniho postupu a naslednou degradaci antioxidanti. V roce 2006 byla z biomasy
rostlin ziskana §tava. Pro jeji vyrobu pouzita odrtida Sebastian z DC31 z lokality Zabcice,
ktera méla v priméru nejvyssi aktivitu katalasy ve srovnani s ostatnimi vzorky jecmene.
Stava byla konzervovana étyfmi zptsoby: lyofilizaci, zmrazenim (-18°C), fluidnim susenim
(30°C) a oSetfenim vysokym hydrostatickym tlakem (500 MPa, 10 min.). Vytéznost stavy
byla 68% béhem homogenizace a lisovani.

3) Pro stanoveni aktivity katalasy byla na =zaklad€¢ literarni reSerSe vybrana
spektrofotometrickd metoda dle Bergmeyera (1970). Enzym katalasa katalyzuje rozklad
peroxidu vodiku. Na této reakci je zalozen princip stanoveni aktivity uvedené¢ho enzymu. Tato
metoda spoCivd v méfeni poklesu absorbance pii Sté€peni peroxidu vodiku a to v oblasti
240nm. Zmétend diference absorbance za casovou jednotku je pak mirou aktivity enzymu.
Aktivita katalasy je vyjadfena v U.g” suché hmoty.



4) Mechanizovana sklizeti zelené hmoty byla provedena na maloparcelnich pokusech
zalozenych na lokalit€¢ Troubsko. Vyseta byla odriida jarniho je¢mene Jersey a ve fazi DC31
byla provedena sklizeii pomoci sklizece HEGE 212 a soucasné i ru¢né.

5) Pro vyhodnoceni experimentalnich vysledka aktivity katalasy (vyjadifenych v susiné
hmoty) byl pouzit statisticky program STATISTICA CZ verze 7.0, design analyzy variance a
pro testovani rozdili primérnych hodnot Fishertv test (LSD).

VYSLEDKY A DISKUZE

Graf. 1 Priimérna aktivita katalazy u jednotlivych odrid/linie

V primérné aktivité katalasy (pfes vSechny ostatni faktory, tj. lokality, odbéry a roky)
nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi linii KM1910 snejvyssi hodnotou
(718 U.g') a odridou Sebastian (684 U.g'), odrida Malz vykizala vyznamn& nizsi
pramé&rnou aktivitu (631 U.g ") oproti obéma piedchozim odriidam. (Graf 1)

Vysvétlivky: Rozdilnd pismena nad sloupci grafu udavaji statisticky vyznamnou rozdilnost
X hodnot (P=0,05).



Graf 2: Aktivita katalasy v jednotlivych odbérech

Jestlize porovndvame mezi sebou primérné hodnoty aktivity katalasy prvniho a
druhého odbéru zelené biomasy, zjistime, Ze aktivita katalasy byla statisticky vyznamné vyssi
v prvnim odbéru (v rastové fazi DC 29) oproti druhému odbéru DC 31 (Graf 2). V priméru
odrad (pies lokality a roky) &inila aktivita katalasy v prvnim odbéru 854 U.g” a v druhém
503 U.g”'. Pauli¢kova (2006) uvadi, 7e obsahy nutri¢nich substanci silng zavisi na ristové
fazi, zatimco odriida a lokalita hraji v této souvislosti mén¢ diilezitou roli.

Graf.3: Priimérna aktivita katalasy na jednotlivych lokalitach

V priméru tii let a dvou odbéri méla nejvyssi aktivitu katalasy odriida Sebastian
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(604 U.g") a odradé Malz (477 U.g). V lokalité Zabgice viak méla odrida Sebastian
statisticky vyznamné nizsi aktivitu (460 U.g ") oproti odridé Malz (785 U.g™") i linii KM1910
(833 U.g "), které se od sebe aktivitou kataldzy vyznamné neligily.



Tab.1: Prumérné hodnoty aktivity katalasy v ziskanych Stavach (vysledky jsou pfepocténé na
susinu vzorku)

Zpiisob Katalasa
konzervace [U.g™]
Fluidni suseni 73
Lyofilizace -
Hydrostaticky tlak 231
Zmrazeni -

Enzym katalasa vykézal aktivitu pouze u fluidné susené §tavy a u §tavy piipravené
hydrostatickym tlakem. Je tedy mozné konstatovat, ze SetrnéjSim zptisobem upravy §tav bylo
pouziti hydrostatického tlaku nez fluidni suSeni.

Tab.2: Odhadovany vynos zelené hmoty jeCmene

Vynos [t.ha™]
zelena hmota Stava susina
Sklizen HEGE 212 11,39 7,74 1,88
Ruéni sklizen 12,75 8,67 2,10

Zelena hmota byla sklizena z pokusnych parcel o vyméfe 10m® a to jak ru¢nim
zpusobem za pomoci nizek a elektrického sttihace, tak mechanizované sklizecem HEGE 212.
Sklizena hmota rostlin byla na misté zvaZena a vynosy byly piepoéitany na t.ha™.

ZAVER

Pii stanoveni aktivity katalasy byly zjistény odridové rozdily, pricemz nejvyssi
aktivitu katalasy vykazala odrida Sebastian. Velkou roli na hodnotu aktivity katalasy vSak
m¢ély interakce odrid a to jak s lokalitami, tak i s terminy odbérii zelené hmoty.

Hmota prvnich odbérti (DC29) méla vyssi aktivitu katalasy.

Byly stanoveny statisticky vyznamné rozdily v primérnych hodnotach aktivity
katalasy v jednotlivych roc¢nicich. Aktivit¢ katalasy vyhovoval ro¢nik 2006, kdy pribéh
pocasi v jarnich mésicich se blizil dlouhodobému priiméru a aktivita katalasy byla oproti roku
2005 12007 nejvyssi .

Prvni vysledky technologie péstovani a zpracovani: vynos zelené hmoty cca 12 tun
z 1 ha, vytéznost stavy cca 70 % (pii 8.2 % suSiny). Zpusob konzervace §tav mél vliv
na aktivitu katalasy. Zpracovani hydrostatickym tlakem je Setrn€jsi nez fluidni suseni.
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