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Uvod

V posledni dobé se mnoho védeckych vyzkumu zaby-
va oxida¢nim stresem, ¢imz se rozumi zvySena ptitomnost
reaktivnich forem kysliku ¢i volnych radikalt, které na-
sledné vedou k poruseni builky. Za normalnich podminek
je tvorba reaktivnich forem kysliku v rovnovaze
s mechanismy vedoucimi k jejich odstraiiovani. Tento
systém se oznacuje jako scavengerovy, tzn. zametacovy,
ktery zajistuje, ze reakce probihaji ve fyziologickém roz-
mezi a organismus tudiz neohrozuji. Mezi nejduilezité;si
enzymové scavengery patii superoxiddismutasa, katalasa,
glutathionperoxidasa a glutathionreduktasa'.

Enzym superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) je
zatazen do skupiny oxidoreduktas, jeho systematicky na-
zev je superoxid/superoxid oxidoreduktasa® a byl objeven
McCordem a Fridovichem jako vysoce aktivni obranny
systém proti pisobeni volnych kyslikovych radikali’.
SOD katalyzuje dismutaéni reakci superoxidu a vodiku na
mén¢ reaktivni peroxid vodiku, ktery je dale odstranén
katalasami a peroxidasami'*. Uvedena spontanni reakce je
pfi pH 7 velmi rychla a pfesto je urychlena timto enzymem
o dal3i ¢&tyfi fady (rychlostni konstanta je pak 2-10°
dm’ mol™"'s™) (cit.”).

Superoxiddismutasa byla nalezena u téméf vSech
organismi, které poutaji kyslik®, v n&kterych aerotolerant-
nich anaerobech’, obligatnich anaerobech® a rozeznavame
tfi druhy SOD lisici se kofaktorem, kterym je atom kovu
(Cu*, Zn*", Fe**, Mn*"). FeSOD a MnSOD jsou struktu-
raln¢ velmi podobné a maji podjednotky o molekulové
hmotnosti 23 kDa. Ob¢ formy SOD se vyskytuji ve formé
dimeru, ale MnSOD se vyskytuje i jako tetramer’ obsaze-
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ny v mitochondridlni matrix vSech doposud studovanych
rostlin na rozdil od FeSOD, ktera je mnohem mén¢ prostu-
dovana nez MnSOD. FeSOD byla nalezena v chloro-
plastech u nékterych analyzovanych rostlinnych druhti.
CuZnSOD je enzym dimerické struktury o celkové mole-
kulové hmotnosti 32 kDa, ktery byl identifikovan v cyto-
solu a ve stromatu chloroplastu Sirokého spektra organis-
mi'* a nebo v podobé tetrameru ve tkanich Glovéka’.

Nas projekt se zabyval stanovenim aktivity enzymu
SOD v zrmu jeémene, kde je lokalizovan predev§im
v embryu a v men$i mife je soucasti i aleuronové vrstvy.
Aktivita SOD v zrnu je¢mene se méni v zavislosti na odri-
ds a lokalité p&stovani''™". SOD hraje dileZitou roli neje-
nom v zrnu je¢mene, ale také ve sladu, kde zabranuje zluk-
nuti béhem skladovani, coz se pozitivn¢ mize odrazet na
vysledném produktu pivovarského primyslu — na pivu.
Vys3i aktivita SOD byla zjisténa ve sladu oproti zrnu'>™".

Experimentalni ¢ast
Pifistroje a zaftizeni

Mleti vzorkli zrna bylo provedeno na laboratornim
mlynku Super Jolly SJ 500 (Mezos, Ceska republika). Rmu-
tovani probihalo ve rmutovacim pistroji (1-Cube, Ceska
republika), ktery je uren pro laboratofe pivovart a sladoven ke
stanoveni extraktu sladu metodami KONGRES a HARTONG.
Rmutovaci pfistroj je opatfen mikropocitacem, odporovym
teplomérem Pt 100, elektromagnetickym ventilem pro auto-
matické zchlazovani rmutovaci lazné¢, LCD dvoufadkovym
displejem, membranovou klavesnici a Fidicim softwarem.
Na stanoveni absorbance byl pouzit UV spektrofotometr
Cary 1E firmy Varian (USA) ve spojeni s vyhtivacim nosi-
¢em na kyvety (Varian, USA). K méfeni byly pouzity UV
kyvety (Varian, USA). Podminky, pfi kterych byla absor-
bance naméfena, jsou uvedeny v tabulce 1.

Chemikalie a jejich pfiprava

Souprava Ransod (RANDOX Laboratories Ltd., Vel-
ka Britanie), jejiz soucasti byl substrat, pufr, xanthinoxida-
sa a standard. VSechny chemikalie kromé pufru byly
v soupravé Ransod v sypké formé. Slozeni jednotlivych
slozek soupravy je uvedeno v tabulce II.

Princip metody je zaloZen na vyuZiti xanthinu a xan-
thinoxidasy, které¢ vytvareji superoxidovy radikal, ktery

Tabulka I

Podminky pro stanoveni superoxiddismutasy
Parametr Hodnota

Vlnova délka 505 nm

Kolona 1 cm opticka délka
Teplota 37°C

Meéfeni proti vzduchu
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Tabulka II

SloZeni soupravy Ransod

Obsah Koncentrace roztokt Stabilita

1. Substrat 10 dni pfi teploté 2—8 °C.
Xanthin 0,05 mmol I"*
IN.T. 0,025 mmol 1!

2. Pufr uvedeno na obalu pufru
CAPS 40 mmol I"*, pH 10,2
EDTA 0,94 mmol I”!

3. Xanthinoxidasa 80 U/ 10 dni pfi teploté 2—8 °C.

4. Standard uvedeno vzdy v pfilozeném letadku 14 dni pfi teploté 2—8 °C

u soupravy

reaguje s tetrazoliovou soli na ¢ervené zbarveny formazan.
Aktivita SOD je méfena stupném inhibice této reakce, ke
které dochdzi pfi teploté 37 °C a absorbanci 505 nm.
Ptiprava soupravy Ransod:
—  substrat — rozpustén ve 20 ml pufru,
— pufr —neupravuje se,
— xanthinoxidasa — rozpusténa v 10 ml deionizované
vody,
— standard — rozpustén v 10 ml deionizované vody.
Souprava Ransod je urCena pro stanoveni aktivity
SOD ve vzorku krve.
Fosfatovy pufr (RANDOX, Laboratories Ltd., Velka
Britanie) 0,01 mol I"', pH 7,0.

Vybér vzorku

Pro analyzy byly pouzity vzorky zrna sedmi odrad
a sedmi linii jarniho je¢mene (tab. III), které byly vypésto-
vany na Skolnim zemé&dé&lském podniku MZLU
v Zabgicich v roce 2005. Po sklizni byly odebrany vzorky
zrna Ctyf odrid sladovnického typu (Amulet, Kompakt,
Krona, Tolar), tfi waxy (voskové zrno) odrid (Wabet,
Wanubet, Washonubet) vyslechténych v Montané (USA),
které maji v endospermu zménény pomér amylosa/
amylopektin ve prospéch amylopektinu. Déle bylo vyuzito
1 zrno z vlastnich linii, které vznikly kiizenim a selekci
odrid sladovnickych s waxy odradami. Soubor byl tedy

Tabulka III
Seznam pouZitych linii a jejich zkratek

sestaven z geneticky odliSnych genotypti, dala se tedy
u nich pfedpokladat rozdilna aktivita sledovaného enzymu.

Pracovni postup

Priprava vzorkii zrna jeCmene

Vsechny vzorky byly rozemlety a homogenizovany.
Do nadoby pro rmutovani bylo navazeno 25 g vzorku zrna
jemene, které byly vystfeny 225 ml deionizované vody
o teploté 45 °C. Vzorky byly rmutovany 15 min pfi teploté
45 °C ve rmutovacim pfistroji metodou HARTONG. Po
uplynuti této doby se vzorky samovolné nechaly chladit
30 min na teplotu 25 °C a minimalné jednu hodinu se fil-
trovaly. Takto upravené vzorky byly skladovany podle
Bamfortha'' 18 h pii teploté 4 °C a ziedény 1:14 fosfato-
vym pufrem (0,01 mol I, pH 7.,0) tak, aby se procenta
inhibované reakce pohybovala mezi 30—60 % inhibice na
ose y kalibraéni kiivky.

Meévent absorbance

Dalsi ptiprava byla shodna jak pro pfipravené vzorky
zrna, tak pro standardy S1-S6 (tab. IV). Do kyvety bylo
napipetovano 0,05 ml vzorku a 1,7 ml substratu. Smés
byla opatrné promichédna, vloZzena do spektrofotometru
a inkubovana 2 min pii 37 °C, poté bylo ptidano 0,25 ml
xanthinoxidasy, kterd odstartovala reakci. Prvni absorban-
ce byla naméfena po 30 s (4,) a druha po tieti minuté (4,).

Waxy odrudy Pouzité oznaceni Pluchaté linie Pouzité oznaceni
Wabet Wb Kompakt x Krona Ko x Kr
Wanubet Wnb Krona x Kompakt Kr x Ko
Washonubet Wsnb Kompakt x Wabet Ko x Wb
Wabet x Kompakt Wb x Ko
Krona x Wanubet Kr x Wnb
Wanubet x Krona Wnb x Kr
Wabet x Washonubet Wb x Wsnb
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Tabulka IV
Redéni standardu k sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Ozn. Objem standardu Objem fosfatového pufru [ml]

S6  nefedény standard -
S5 SmlzS6 5
S4 S5mlzS5 5
S3 SmlzS4 5
S2 3mlzS3 6

S1? fosfatovy pufr

*Fosfatovy pufr (S1) se rovna mira neinhibované reakce
100 %.

Vypocet aktivity
A2- A1

= AA/min. standardu nebo vzorku

AA

100 — /min x100

standardu nebo vzorku

A4

% inhibice

s1/min

A, — prvni absorbance naméfena po 30-ti sekundach, 4, —
druha absorbance naméfena po 3. minute.

Procenta inhibice byly vyneseny do grafu kalibra¢ni
ktivky, kde byl odecten odpovidajici logaritmus koncent-
race pii zdkladu deset. Po odlogaritmovani byla hodnota
vynasobena fedicim koeficientem a tento vysledek uvadén
v jednotkach U/ml. Prepocet vysledku na U/g susiny:

100
% susiny

SOD U/ml x objem vystiené vody »

=SOD U/g susiny
navazka vzorku zrna

Validace metody

Kalibracni krivka

Standard byl piipraven podle uvedené tabulky IV.
Absorbance u pfipravenych standardi S1-S6 byla naméie-
na stejnym postupem jako u vzorkl zrna. Tento postup je
popsan vySe. Do grafu byly vyneseny procenta inhibice
oproti log;o koncentrace standardd S1-S6 (obr. 1).

Linearita a citlivost
Kalibracni graf byl linearni s primérnym koeficien-
tem determinace (R = r?) 0,9906 + 0,0018.

Opakovatelnost

Presnost byla vypocitana z 50 naméfenych hodnot pro
vzorek zrna linie Krona x Kompakt. Kontrolni vzorek byl
méfen pii kazdé analyze vzorkli v Casovém obdobi Ctyf
mésicti. Primérna aktivita enzymu SOD uvedeného vzor-
ku byla (108,2+1,6) U/g suSiny.
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Obr. 1. Kalibraéni kitivka; y = 49,625x + 49,257, R* = 0,9945

Statistické zpracovani vysledku

Ziskané experimentalni vysledky byly zpracovany
pomoci programu UNISTAT 5.1. vicefaktorovou analyzou
variance s naslednym testovanim rozdili primérnych hod-
not LSD —testem (P < 0,05).

Vysledky a diskuse

Statisticky vyznamné vyssi aktivita enzymu SOD
(obr. 2) byla zjisténa u linii Ko x Kr (110 U/g susiny),
Wanubet (107 U/g susiny), Wb x Ko (105 U/g susiny),
Kr x Ko (103 U/g suSiny) a také u sladovnické odridy
Tolar (100 U/g susiny) ve srovnani s dal§imi deviti odri-
dami a liniemi analyzovaného souboru. Odrada Kompakt
méla vyznamné niz§i aktivitu nez jiz jmenované odridy,
ale neliSila se vyznamné od sladovnické odridy Amulet
(79 U/g susSiny) a odrady Wabet (84 U/g susiny), které
nebyly statisticky vyznamné rozdilné v porovnani s liniemi
Kr x Wnb (78 U/g susiny), Wnb x Kr (77 U/g susiny)
a odridou Washonubet (75 U/g susiny). Sladovnicka odru-
statisticky vyznamné se neliSila od linie Ko x Wb (61 U/g
susiny).

Pomoci setu Ransod bylo mozné stanovit aktivitu
enzymu SOD ve vzorcich zrna je¢mene po upraveé metodi-
ky. Princip upravy metodiky spocival predev§im v pii-
prave zrna je¢mene, ktery byl naprosto odlisny od ptipravy
vzorkl krve, pro ktery byla diagnosticka souprava ptivod-
n¢ vyrobcem uréena. V postupu piipravy vzorkd musel byt
vyfeSen i pomér fedéni fosfatovym pufrem tak, aby pro-
centa inhibi¢ni reakce bylo moZné odecist z grafu kalibrac-
ni kfivky. Vzhledem k tomu, ze se v této praci jednalo
o stanoveni enzymu s antioxidacnim efektem, lze z uve-
denych vysledkt predpokladat, Ze zrno odrid s maximalni
aktivitou SOD bude vhodnou surovinou pro vyrobu sladu,
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Obr. 2. Primérna aktivita enzymu superoxiddismutasy v zrnu je¢mene; odli$na pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamné odlis-
né primérné hodnoty pfi P < 0,05, Ko x Kr = Kompakt x Krona, Kr x Ko = Krona x Kompakt, Ko x Wb = Kompakt x Wabet, Wb x Ko =

Wabet x Kompakt,

protoze pritomnost enzymu v zrnu a sladu zabraiuje nejen
zluknuti béhem skladovani, ale také nezadoucim ptichutim
piva '*'°. SOD obecné, v surovinach pouzivanych jako
potraviny a krmiva, ma dilezity vyznam jako enzymovy
scavenger pii vychytavani Skodlivych volnych radikalt
v lidském i Zivogisném organismu’.

Ze sladovnickych odrud ¢eské provenience vykazova-
la vysokou aktivitu SOD odrada Tolar vysSlechténa ve fir-
mé¢ Plant Select HrubCice, dale tfi linie vyslechténé na
Ustavu pestovani, Slechténi rostlin a rostlinolékatstvi Men-
delovy zemédélské a lesnické univerzity v Brn€ a bezplu-
ché odriida Wanubet americké provenience.

Zavér

Cilem této prace bylo prizptsobeni analytického postupu
ptipravy zrna pro stanoveni enzymu SOD v jeCmeni jarnim
pomoci diagnostického setu Ransod firmy RANDOX. Opa-
kovatelnost metody byla stanovena u linie Krona x Kom-
pakt, jejiz primérna aktivita SOD byla (108,2+1,6) U/g
susiny. Touto metodou jsme stanovili aktivitu SOD zrna
sedmi odrid a sedmi linii jarniho je¢mene sladovnické
inesladovnické kvality. Sledované vzorky mély aktivitu
SOD v rozmezi 56-110 U/g susiny. Nejnizsi aktivita byla
zjisténa u sladovnické odridy Krona. Statisticky vyznam-
né vyssi aktivita byla zjisténa u péti odrad a linii, vesmés
odli$ného genetického piivodu, oproti dalsim deviti geno-
typlim v souboru. Pro pouziti na vyrobu sladu se zvySenou

nicka odrtida Tolar s aktivitou SOD 100 U/g suSiny. Ame-

507

Kr x Wnb = Krona x Wanubet, Wnb x Kr = Wanubet x Krona, Wb x Wsnb = Wabet x Washonubet

rickd odrida Wabet a nové vyslechténé linie Kompakt x
Krona, Wabet x Kompakt a Krona x Kompakt s aktivitou
SOD 103-110 U/g susiny budou vhodnymi surovinami pro
vyrobu potravin ¢i krmiv.

Diagnosticky set Ransod, ktery byl popsan v této pra-
ci, 1ze spolehlivé pouzit pro stanoveni aktivity SOD v zrnu
jeCmene i1 ve sladu. Je vSak nutné prizplsobit pripravu
vzorkl rostlinnému materialu zpiisobem popsanym v této
praci.

Prace vznikla za podpory grantu FRVS 420/2005/G4,
VC IM0570 a GA CR 525/05/0781.

Seznamy symbolu

CAPS 3-(cyklohexylamino)propan-1-sulfonova
kyselina

LN.T. 5-fenyl-2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-2 H-
-tetrazolium-chlorid

Ko x Kr Kompakt x Krona

Ko x Wb Kompakt x Wabet

Kr x Ko Krona x Kompakt

Kr x Wnb Krona x Wanubet

SOD superoxiddismutasa

Wb Wabet

Wb x Ko Wabet x Kompakt

Wnb Wanubet

Wb x Wsnb  Wabet x Washonubet

Wnb x Kr Wanubet x Krona

Wsnb Washonubet
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N. Belcrediova®, J. Ehrenbergerova®, J. Pryma®,
and P. Havlova® (“ Department of Crop Science, Breeding
and Plant Medicine, Mendel University of Agriculture and
Forestry, Brno, °Research Institute of Brewing and
Malting, Brno): Analytical Determination of Superoxide
Dismutase Enzyme in Plant Materials Using Ransod
Set

The activity of superoxide dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) in several barley grain samples was measured
using a diagnostic Ransod set, which is utilized for deter-
mination of SOD in blood. The determination of SOD
activity is based on inhibition of the reaction of xanthine
and xanthine oxidase with a tetrazolium salt and measure-
ment of absorbance of the produced formazane at 505 nm
and 37 °C. The calibration curve was linear. The SOD
activity of a Krona x Kompakt sample was (108.2+1.6) U/g
dry matter. A significantly higher antioxidant activity was
found in several samples, which are recommended for
production of malt or food and fodder. The determination
of SOD activity in barley and malt using the Ranson set is
simple and reliable.



