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ABSTRACT

The aim of the work was modification of superoxidedismutase (SOD) enzyme activity
analysis in barley grain and identical malts. The Ransod sets from company Randox were
used for enzyme determination in blood samples. This method is considerably faster and
make possible to differentiate grains and malts of spring barley according their origin. SOD is
classified as nature 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 Wb x Wsnb (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).
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ABSTRAKT

Cilem této prace byla modifikace stanoveni aktivity enzymu superoxiddismutasy (SOD)
v zrnu je¢mene a identickych sladech. Pro modifikaci stanoveni jsme pouzili sety Ransod od
firmy Randox, které jsou urCeny pro analyzu tohoto enzymu ve vzorku krve. Tato
modifikovand metodika je podstatné rychlejsi a umoznuje diferencovat zrno 1 slad jarniho
jec¢mene podle ptivodu. SOD patii do skupiny piirodnich antioxidanti a ma vyznamnou
funkci pii detoxikaci produktli rozpadu molekuldrniho kysliku. Nejvétsi podil SOD se
vyskytuje v embryu zrna je¢mene. Jeho pfitomnost v zrnu a sladu zabranuje zluknuti béhem
skladovani, ale také nezadoucim ptichutim v pivu. V zrnu 1 ve sladu mély shodné nejvyssi
aktivitu SOD linie Wabet x Washonubet (v zrnu 104,93 a sladu 152,42 U/g suSiny) a odrada
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(73,15 a 88,16 U/g susiny) a odrady Tolar (74,34 a 96,44 U/g suSiny).
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UvVOD

Enzym superoxiddismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) je spolu s vitaminem E, kyselinou
askorbovou, karotenoidy a dal$imi latkami  zafazen mezi nejvyznamnéj$i piirodni
antioxidanty.

Z chemického hlediska patii SOD do skupiny tzv. metaloproteinli a vyskytuje se ve
ttech formach (CuZnSOD, MnSOD, FeSOD), kde kazda je soucasti jiné bunécné organely.
Superoxiddismutasa je obsazena ve vSech aerobnich organismech a predstavuje jednu z obran
pfed toxickymi Gcinky reaktivnich typua kysliku jako je O, ~. SOD katalyzuje disproporci O,°~
podle nasledujici reakce:

0, + O, + 2H & H,0, + O,

SOD véze volné superoxidové anionty a vytvari tak méné reaktivni hydrogenperoxid.
K této dismutaci dochdzi samovolné¢ a se zvysSujicim se pH se tato aktivita snizuje.
S rostoucim obsahem enzymt SOD se naopak reaktivita rapidné zvysuje.

Enzymy SOD jsou pfitomny v podstaté ve vSech tkanich a v tepelné neopracovanych
potravinach. V zrnu jeCmene se enzym superoxiddismutasa vyskytuje pfedevsim v embryu a v
mens$im mnozstvi i v aleuronové vrstvé. V jeCmeni je syntetizovan v prubehu kliceni a jeho
mnozstvi se méni i v zavislosti na odriidé a lokalité. Jeho aktivitu lze ovlivnit zménou
podminek pii sladovani, ale také teplotou pfi kli¢eni a stupném domoceni. Aktivita enzymu
roste az do 4. dne kliceni a 5. a 6. den se jiz hodnoty aktivity neméni, nebo dochazi
k mirnému poklesu.

Slad obsahuje ptirozené antioxidac¢ni Cinitele, ktefi maji ptivod bud’ ptimo v zrnu nebo
vznikly pfi procesu sladovani. Jejich vyskyt mize zpomalit nebo zabranit oxida¢nim reakcim
v pribehu sladovani, vyroby a skladovéni piva a nahradit tak exogenni antioxidanty.

Ve sladu miize SOD pisobit na pocatku vafeni piva. Boivin (1994) na zakladé¢
tiimésicnich testli antioxidacni schopnosti sladu zjistil, Ze slady s vysokou aktivitou SOD
umoznuji zlepSit organoleptickou stabilitu piva. Pfitomnost superoxidového anionového
radikdlu v pivu mlze mit vliv na peroxidaci lipidi,, degradaci polysacharidii a inaktivaci
enzymu. V zrnu jeCmene a ve sladu zabraiiuje Zluknuti zrna béhem skladovani a nezadoucim
ptichutim piva.

MATERIAL A METODIKA

Material a metodika pokusii:

Do zkousky bylo zafazeno 20 odriid jarniho je¢mene (Tab.l), ztoho pét odrad
sladovnického typu, sedm linii vytvofenych kiizenim sladovnickych typi a waxy typt
amerického pavodu na Ustavu péstovani, §lechténi rostlin a rostlinolékatstvi MZLU v Brné a
osm bezpluchych forem ceské provenience vyslechténych v Zemédélském vyzkumném
ustavu Krom¢éiiz, s.r.o.



Viechny vyse uvedené odridy a linie byly vysety na parcelach o velikosti 10 m* na
Skolnim zemédélském podniku MZLU v Zabéicich v roce 2004. Pokusné varianty pochazely
ze dvou systémi péstovani:

m s chemickym oSetifenim (konvencni systém péstovani — hnojeno mineralnimi hnojivy a
pouzity pesticidy)

m bez chemického oSetieni

a byly sklizeny maloparcelni sklizeci mlatickou.

Tab. 1 Seznam pouZzitych odrdd a linii

sla do‘?}?;f é(il}:) typu Bezlg:;::hé Pluchaté linie Pouzité oznaceni
Amulet KM 1771 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

Metodika stanoveni enzymu superoxiddismutasy:

Aktivita enzymu byla u vSech odrid a linii hodnocena piimo v zrnu je¢mene a po
zesladovani i ve sladu. Vzorky je¢mene byly vycistény a homogenizovany. Sladovani provedl
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladaisky v Brné, a.s., vzdy po 500 g vzorku v mikrosladovné.

Pomleté vzorky vlastniho zrna a vzorky sladu byly vystieny vodou o teploté 45°C a
pti téze teploté po dobu 15-ti minut rmutovany. Poté se nechaly ob¢é formy 30 minut volné
zchladit a prefiltrovat. Takto upravené vzorky byly uskladnény 18 hodin pfi teploté 4°C. Po
18-ti hodinach byly vzorky zfedény v poméru 1:14 s 0,01 mol/l fosfatovym pufrem o pH 7,0
tak, aby se inhibovana reakce pohybovala mezi 30 — 60%.

Aktivita SOD byla zjiStovana nami upravenou metodikou pomoci setii anglické firmy
RANDOX urcenych pro stanoveni aktivity tohoto enzymu ve vzorku lidské krve nebo krve
skotu, a proto jsme museli metodu upravit pro stanoveni v zrnu a sladu je¢mene. Do kyvety
bylo napipetovano 50 pl vzorku a 1,7 ml substratu, poté se smés inkubovala 2 minuty pfi
37°C. Reakce byla odstartovana pridanim 250 pl xantinoxidasy.

Pii této metodé se vyuziva xantin a xantinoxidasa (XOD) k odstranéni superoxidového
radikélu, ktery reaguje s tetrazoliovou soli (INT) na ¢ervenozbarveny formazan. Aktivita SOD
je pak spektrofotometricky métena stupném inhibice této reakce:



Xantin —22 5 mocova kyselina + O,” INT —%— zbarveny formazan

Absorbance byla métena pii teploté 37°C a vlnové délce 505 nm po 30-ti sekundach
(A1) a po 3 minutach (A;). Na zakladé¢ kalibracni kiivky vytvotfené pomoci analyzy standardu,
ktery je soucasti uvedené sady, byla vypoctena aktivita SOD v U/g suSiny, tj. jednotky SOD
na gram susiny vzorku, u v§ech odrid v zrnu je¢mene i sladu.

Ziskané experimentalni vysledky byly zpracovany pomoci programu UNISTAT 5.1
vicefaktorovou analyzou variance s naslednym testovanim rozdild primérnych hodnot LSD -
testem (P < 0,05).

VYSLEDKY A DISKUZE

Jednou z vyhod pouziti seti Ransod pii stanoveni aktivity enzymu superoxiddismutasy
je kratka doba provedeni a predevs§im nasledné prevedeni naméiené hodnoty na jednotky U/g
suSiny v porovnani s dal§imi metodami, které byly vyuzity ke zjisténi aktivity SOD. Tyto
metody byly nejen ¢asové zdlouhavé, ale také technicky velmi narocné.

Z uvedené tabulky analyzy variance (Tab.2) je zfejmé, ze aktivita enzymu
superoxiddismutasy v zrnu jeCmene byla statisticky velmi vysoce vyznamné ovlivnéna
sledovanymi odrtidami a liniemi, systémem péstovani a interakci odrid a linii se systémem
pestovani. Proto jsme dale provedli mnohonésobné testovani rozdili primérnych hodnot linii
a odrtd, rokd a systému péstovani. Prestoze zplsob péstovani jako faktor analyzy variance
m¢l vliv na variabilitu SOD v zrnu, primérné hodnoty aktivit SOD obou zptisobti péstovani se
od sebe statisticky vyznamné neliSily. V konvenénim zptisobu péstovani byla aktivita 94,91
U/g susiny a bez chemického osetieni pak 88,70 U/g suSiny.

Tab. 2 Analyza variance aktivity enzymu superoxiddismutasy v zrnu jeémene

Zdroj variability d.f. SS MS
Odridy a linie 19 22395,38 1178,70%**
Systém péstovani 1 718,52 718,52%**
Interakce:
Odridy a linie x systém péstovani 18 6821,97 379,00%**
Chyba 77 4597,68 59,71
Celkem 115 34931,25 303,75
***p <0,001

Nejvyssi prumérna aktivita enzymu SOD v zrnu jeCmene (Tab.3) byla zjisténa u linie
Kr x Ko (114,84 U/g suSiny), ktera se statisticky vyznamné neliSila od linii Ko x Wb, Ko x
Kr, Wb x Wsnb a sladovnické odrtidy Annabell. Statisticky vyznamné nizsi aktivita SOD u
vyjmenované skupiny odrid byla zjiSténa u vSech krométizskych linii (oznacené zkratkou



KM) (71,87 — 89,08 U/g susiny), sladovnickych odrid domaci provenience (Tolar — 74,344,
Amulet — 81,08 U/g susiny) i zahrani¢ni provenience (Jersey — 87,85 U/g suSiny).
Sladovnické odridy Kompakt (slovenskd provenience) (101,62 U/g suSiny) a Annabell
(némeckad provenience) (104,65 U/g suSiny) se od sebe aktivitou SOD neliSily. Linie
z reciprokych kiizeni odrid Ko x Kr (108,63 resp. 114,84 U/g susiny) i Ko x Wb (110,19
resp. 104,42 U/g suSiny) mély vyssi aktivitu nez rodi¢ovska odrida Kompakt (101,62 U/g
susiny). Statisticky vyznamné zvyseni oproti odriidé Kompakt bylo zjisténo pouze u linie Kr x
Ko.

Tab. 3 Prumérné hodnoty aktivit superoxiddismutasy v zrnu je¢mene

Odridy a linie n Aktivita SOD
KM 2283 6 71,87
KM 1910 6 73,15°
Tolar 5 74,34°
KM 2092 6 75,04°
KM 2001 4 7527
Amulet 9 81,08%
KM 2084 2 81,67
KM 1771 4 81,68
KM 2387 5 82,19
Jersey 7 87,85™
KM 2074 6 89,084
Kr x Wnb 4 89,720
Wnb x Kr 10 96,294t
Kompakt 5 101,62%"
Wb x Ko 5 104,42°™€h
Annabell 4 104,65°"
Wb x Wsnb 5 104,930
Ko x Kr 7 108,63¢"
Ko x Wb 9 110,192
Kr x Ko 7 114,84"

odli$na pismena = statisticky rozdilné primérné hodnoty

Aktivita sledovaného enzymu ve sladu (Tab.4) byla statisticky vyznamné ovlivnéna
danymi odridami a liniemi. Systém péstovani nemé¢l statisticky vyznamny vliv na aktivitu
SOD ve sladu. V konven¢nim zplsobu péstovani byla aktivita 121,94 U/g suSiny a
z péstovani bez chemického oSetfeni 123,84 U/g suSiny, tyto zplUsoby nebyly vyznamné
rozdilné.



Tab. 4 Analyza variance aktivity enzymu superoxiddismutasy ve sladu

Zdroj variability d.f. SS MS
Odrdy a linie 19 46213,70 2432, 30%**
Systém péstovani 1 576,66 576,66
Interakce :

Odrudy a linie x systém péstovani 19 6781,51 356,92*
Chyba 66 12728,90 192,86
Celkem 105 65818,96 626,85

***P < 0,001, *P < 0,05

Ve sladu byla nejvyssi aktivita enzymu SOD (Tab.5) zjisténa u linie Kr x Wnb (153,67
U/g susiny), ktera se ale statisticky vyznamné neliSila od sladovnickych odrid Kompakt,
Jersey a Annabell (136,95, 146,13 a 147,21 U/g suSiny) a linii Wnb x Kr (142,33 U/g suSiny)
a Wb x Wsnb (152,42 U/g suSiny). Naopak nejnizsi aktivitu SOD mély krométizské odrudy
KM 1910, KM 1771, KM 2084, KM 2283 (88,16 — 100,29 U/g susiny) a také, jako v ptipadé¢
zrna jeCmene, sladovnické odridy Tolar a Amulet (96,44 a 105,12 U/g suSiny). Sladovnické
odriida Kompakt (136,95 U/g suSiny) méla vyssi aktivitu enzymu nez linie (128,68 —133,84
U/g suSiny), které mély tuto odridu v rodicovské pozici, coz byl opacny jev nez v ptipadé
zrna. Dals$i skupina linii kroméfizské provenience KM 2092, KM, 2074, KM 2001, KM 2387
se od sebe ani od odridy Amulet aktivitou sladu vyznamné neliSily (106,33 — 126,35 U/g
susiny). Na rozdil od velmi vysoce vyznamné interakce odriid a linii se systémem péstovani
aktivit SOD v zrnu, byla ve sladu tato interakce slaba. To nasvédcuje tomu, Ze sladovani vliv

interakce oslabuje.

Tab. 5 Prumérné hodnoty aktivit superoxiddismutasy ve sladu

Odridy a linie N Aktivita SOD
KM 1910 7 88,167
KM 1771 4 90,28%
Tolar 4 96,447
KM 2084 4 98,27
KM 2283 4 100,29
Amulet 4 105,127
KM 2092 6 106,33%¢
KM 2074 10 110,24
KM 2001 4 122,04%
KM 2387 4 126,35%"
Ko x Wb 5 128,68
Kr x Ko 7 128,82°
Wb x Ko 4 132,55
Ko x Kr 4 133,85
Kompakt 7 136,95%"
Wnb x Kr 6 142,33




Jersey 5 146,13
Annabell 6 147,21
Wb x Wsnb 5 152,428
Kr x Wnb 6 153,67"

odli$né pismena = statisticky rozdilné primérné hodnoty
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m¢ély v ptivodu nékterou z waxy odriid a linie vzniklé kiizenim sladovnickych odrid Kompakt
a Krona dosahovaly naopak vyssich aktivit SOD v zrnu i sladu. Nase vysledky ukazuji na

vyznamné vyss§i aktivitu SOD ve sladu nez v zrnu, coz potvrzuji také vysledky Boivina
(1993).

ZAVER
1. V odridach a liniich byly zjistény vyznamné rozdily v aktivit¢ SOD a to jak ve sladu tak

V Zrnu.

2. Aktivita SOD byla statisticky vyznamné vyssi ve sladu (122,96 U/g suSiny) nez v zrnu
(91,59 U/g suSiny) je¢mene.

3. V zrnui ve sladu m¢ly shodné¢:
m vysokou aktivitu SOD linie Wabet x Washonubet a odrida Annabell

cvwr

4. Systém péstovani nem¢l statisticky vyznamny vliv na aktivitu = enzymu
superoxiddismutasy ani v zrnu ani ve sladu je¢mene jarniho.
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