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Все патентные и непатентные документы, цитируемые в этом описании, включены в данный доку-

мент посредством ссылки в их полном объеме. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Данное изобретение относится к успехам в биотехнологии растений, позволяющим выявить расте-

ния ячменя и их продукты, которые являются дефектными в синтезе двух липоксигеназных (LOX) фер-

ментов, LOX-1 и LOX-2, и, следовательно, предоставить новые исходные материалы для различных 

применений. Указанные исходные материалы, например, используемые в производстве напитков, рас-

ширяют область новых производственных возможностей для более определенных сохраняющих вкус 

сортов пива, которые накапливают удивительно низкие уровни придающего несвойственный пиву прив-

кус соединения транс-2-ноненаля (T2N), с дополнительным преимуществом содержания только низких 

уровней потенциала T2N. 

Уровень техники 

Большую часть пива получают на основе ячменя (Hordeum vulgare, L.), который является однодоль-

ным культурным растением, выращиваемым во многих частях мира. Он разводится не только вследствие 

его экономической важности в качестве источника промышленных продуктов, таких как пиво, но также в 

качестве источника корма для животных. 

К сожалению, недоступны способы получения трансгенных растений ячменя, которые полностью 

лишены экспрессии конкретного гена и соответствующего белка. Обычно для ячменя применение анти-

смысловых способов может быть использовано для генерирования трансгенных растений, которые все 

еще экспрессируют некоторое количество этого белка (см., например, Robbins et al., 1998; Stahl et al., 

2004; Hansen et al., 2007). Эффективные способы для получения специфических мутаций с использовани-

ем химерного комплекса РНК/ДНК или сайт-направленного мутагенеза в растениях ячменя также не бы-

ли разработаны. Фактически, не был опубликован ни один пример успешного олигонуклеотид-

направленного нацеливания на ген в ячмене. Iida и Terada (2005) отмечали, что олигонуклеотид-

направленное нацеливание на ген прослеживалось в кукурузе, табаке и рисе, но не в ячмене, причем во 

всех случаях с использованием гена ALS в качестве мишени. Частью заключения этого исследования 

было то, что следует еще исследовать, может ли эта стратегия с подходящими модификациями быть 

применима к генам, другим, чем гены, непосредственно отобранные, такие как гены ALS. Нацеленный 

мутагенез, использующий нуклеазы с "цинковыми пальцами", представляет другой инструмент, который 

мог бы использоваться в будущем для исследования базовой биологии растений или для модификации 

культурных растений (Durai et al., 2005; Tzfira and White, 2005; Kumar et al., 2006). В этом случае также 

мутагенез не исследовался или не был с успехом применен в отношении ячменя. 

Однако мутанты ячменя могут быть получены неспецифическим мутагенезом с использованием 

химической обработки или облучения, например, при помощи азида натрия (NaN3; фиг. 1). Одним при-

мером являются зерна ячменя, мутагенизированные NaN3 и подвергнутые скринингу на высокие уровни 

свободного фосфата с целью идентификации низкофитатных мутантов (Rasmussen and Hatzack, 1998); в 

целом, были идентифицированы 10 мутантов из 2000 подвергнутых скринингу зерен. Однако идентифи-

кация конкретного мутанта после обработки NaN3 требует эффективного способа скрининга и далеко не 

всегда является успешной. 

В 1970 году молекула, придающая привкус картона пиву, была выделена и идентифицирована как 

T2N, летучий C9-алкеналь (Jamieson and Gheluwe, 1970). Поскольку уровень порога вкусового ощущения 

в отношении T2N у людей является крайне низким, ранее определяемым как приблизительно 0,7 нМ или 

0,1 частей на миллиард (биллионных частей) (б.д., ppb) (Meilgaard, 1975), продукты даже с незначитель-

ными уровнями этого альдегида считаются подвергнутыми старению вследствие несвойственного этому 

продукту привкуса. Однако уровень T2N является обычно очень низким в свежем пиве (Lermusieau et al., 

1999), так что предполагалось, что во время хранения свободный T2N мог выделяться из аддуктов T2N 

(Nyborg et al., 1999). Эта точка зрения подтверждалась следующим наблюдением, что потенциал T2N в 

сусле коррелирует с образованием T2N после хранения продукта (Kuroda et al., 2005). 

Зерно ячменя содержит три фермента LOX, известных как LOX-1, LOX-2 и LOX-3 (van Mechelen et 

al., 1999). LOX-1 катализирует образование 9-гидропероксиоктадекадиеновой кислоты (9-HPODE; см. 

фиг. 2 в отношении частичного обзора LOX-пути) предшественника как T2N, так и тригидроксиоктаде-

ценовых кислот (сокращенно THA) из линолевой кислоты. LOX-2 катализирует в основном превращение 

линолевой кислоты в 13-HPODE, которая дополнительно метаболизируется в гексаналь, C6-альдегид с 

порогом вкусового ощущения ~0,4 миллионных частей (м.д., ppm) (Meilgaard, supra). Действие LOX-3, 

по-видимому, не относится к данному изобретению по двум причинам: уровень соответствующего гена в 

зерне ячменя является очень низким и специфичность продукта LOX-3 остается неясной. 

В поддержку вышеупомянутых данных, несколько сообщений отмечали, что T2N образуется через 

биохимический путь, включающий в себя превращение линолевой кислоты в 9-HPODE, сначала посред-

ством действия LOX-1 и затем расщеплением 9-HPODE посредством действия 9-гидропероксидлиазы 

(см., например, Kuroda et al., 2003, 2005; Noodermeer et al., 2001). 

По-видимому, не существует корреляции между общей активностью LOX в солоде и потенциалом 

ноненаля в сусле. Однако были высказаны предположения о существенной корреляции между активно-
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стью LOX-1 и потенциалом T2N сусла, прежде всего, поскольку активность LOX-2 считалась стоящей 

ниже относительно образования потенциала T2N в сусле (Kuroda et al., 2005). 

На фиг. 2, как упоминалось выше, показана часть пути LOX, здесь сосредоточенная на биохимиче-

ских реакциях из линолевой кислоты в T2N. Основная активность фермента LOX-1 относится к превра-

щению линолевой кислоты в 9-HPODE, которая является стоящим ниже по ходу реакции метаболитом 

биохимического пути, ведущего к образованию T2N. В отличие от этого, основная активность LOX-2 

относится к превращению линолевой кислоты в 13-HPODE, которая отделяется от вышеупомянутого 

биохимического пути к T2N. Примечательно, что ферменты LOX-1 и LOX-2 могут использовать линоле-

новую кислоту в качестве субстрата, но эта активность находится вне объема данного документа, так как 

соответствующие пути не приводят к образованию T2N. 

Предполагается, что LOX-1 способствует главной активности LOX в солоде (см., например, Kuroda 

et al., 2003). 

Были получены несколько различных растений ячменя, которые характеризуются уменьшениями 

или отсутствием активности LOX-1. Например, зерна ячменя и растения ячменя, имеющие низкую ак-

тивность LOX-1, были описаны в заявке PCT WO 02/053721, Douma, А.С. et al. В WO 2005/087934,  

Breddam, K. et al., внимание было сосредоточено на двух разных мутантах ячменя, дефектных в активно-

сти LOX-1 - сплайсинговом мутанте и мутанте с преждевременным стоп-кодоном трансляции. Они были 

идентифицированы после размножения и скрининга мутированных растений, как показано на фиг. 1. 

Хотя вышеупомянутые мутанты идентифицировали скринингом NaN3-мутагенизированного ячменя,  

Hirota, N. et al., описывали в EP 1609866 растение ячменя без активности LOX-1, которое было иденти-

фицировано скринингом коллекции местных сортов. 

Известны несколько примеров мутированных растений, которые синтезируют низкие уровни LOX. 

Однако не было описано ни одно растение ячменя, дефектное в отношении активностей как LOX-1, так и 

LOX-2. Способы для возможности генетической манипуляции растений часто являются специфическими 

в отношении конкретного типа растения, и, следовательно, несмотря на то, что известно, что некоторые 

растения риса, растения сои или растения Arabidopsis содержат низкие уровни LOX, способы получения 

таких растений не могут быть использованы в генерировании растений ячменя с низкой активностью 

LOX или без активности LOX. Кроме того, мутанты LOX одного вида растения могут иметь отличаю-

щиеся свойства в сравнении с мутантами LOX другого вида растения. 

Сущность изобретения 

Сусло является комплексной ключевой жидкостью в производстве напитков на основе солода, та-

ких как пиво (см. фиг. 3, которая обеспечивает схему всего процесса приготовления пива). Сусло, приго-

товленное из растений ячменя с дефицитом активности LOX-1, действительно характеризуется содержа-

нием существенных уровней потенциала T2N, хотя указанный уровень является более низким, чем уро-

вень в сусле, приготовленном из ячменя дикого типа. Поскольку указанный потенциал в сусле коррели-

рует с T2N, образованным в пиве после хранения (Kuroda et al., 2005), существует, следовательно, по-

требность в растениях ячменя, применимых в производстве сусла с существенно уменьшенным уровнем 

потенциала T2N. 

Были описаны способы уменьшения активности LOX-1 тепловой обработкой. Однако тепловая об-

работка обычно предпринималась во время получения солода и/или приготовления сусла, и, следова-

тельно, продукты активности LOX могли накапливаться в ячмене до проведения этой тепловой обработ-

ки. Анализ ячменя выявил, что существенные количества продуктов активности LOX присутствовали в 

ячмене, даже перед приготовлением солода (Wackerbauer and Meyna, 2002). 

Данное изобретение обеспечивает растения ячменя с дефицитом активностей LOX-1 и LOX-2 и 

раскрывает, что указанные растения ячменя имеют несколько значительных, неожиданных преимуществ. 

Как упоминалось здесь выше, Kuroda et al. (supra) описывали отсутствие корреляции между активностью 

LOX в солоде и потенциалом T2N в сусле и относили это к присутствию активности LOX-2. В соответ-

ствии с этим Kuroda et al. (2005) предполагал незначительную роль LOX-2 в отношении образования по-

тенциала T2N. 

Исследователи пивоварения неправильно истолковывали образование свободного T2N и потенциа-

ла T2N. Поэтому является неожиданным и возможно ошеломляющим, когда данное изобретение обеспе-

чивает экспериментальное доказательство для раскрытия преимущественного эффекта использования 

растений ячменя с дефицитом активности как LOX-1, так и LOX-2 для получения сусла, которое обна-

руживает очень низкие уровни потенциала T2N. Было также обнаружено, что уровень свободного T2N в 

сусле, приготовленном из растений ячменя с дефицитом активности как LOX-1, так и LOX-2, был более 

низким, чем в сусле, приготовленном из null-LOX-1-ячменя. 

Одной целью данного изобретения является обеспечение напитков, приготовленных из растения 

ячменя или его части, где указанный напиток содержит очень низкие уровни потенциала T2N и где ука-

занное растение ячменя или его часть содержит первую мутацию, которая приводит к полной потере 

функции активности LOX-1, например полной потере функционального фермента LOX-1, и вторую му-

тацию, приводящую к полной потере функции активности LOX-2, например полной потере активного 

фермента LOX-2. 



028532 

- 3 - 

Это изобретение нацелено также на обеспечение растений ячменя, применимых в приготовлении 

напитков этого изобретения. Таким образом, это изобретение описывает генерирование растений ячменя 

или их частей, содержащих первую мутацию, которая приводит к полной потере функции активности 

LOX-1, например полной потере функционального фермента LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к 

полной потере функции активности LOX-2, например полной потере активного фермента LOX-2. 

Кроме того, это изобретение обеспечивает продукты растения, содержащие переработанное расте-

ние ячменя или его часть, где указанное растение содержит первую мутацию, которая приводит к полной 

потере функции активности LOX-1, например полной потере функционального фермента LOX-1, и вто-

рую мутацию, приводящую к полной потере функции активности LOX-2, например полной потере ак-

тивного фермента LOX-2. Без ограничений, вышеупомянутые продукты растения могут быть, например, 

композицией солода или композицией сусла, или напитком (таким как напиток на основе солода, напри-

мер пиво, или неалкогольные напитки на основе солода), или напитком на основе ячменя, или напитком 

на основе смеси солода и ячменя и необязательно других ингредиентов. Продукты растения могут быть 

также ячменными сиропами, солодовыми сиропами, ячменными экстрактами и солодовыми экстрактами. 

Кроме того, это изобретение относится также к способам получения напитка, характеризующегося 

очень низким уровнем потенциала T2N, предусматривающим следующие стадии: 

(i) приготовление композиции, содержащей растение ячменя или его части, содержащие первую 

мутацию, которая приводит к полной потере функции активности LOX-1, например полной потере 

функционального фермента LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере функционального 

LOX-2, например полной потере активного фермента LOX-2; 

(ii) переработка композиции (i) в напиток; 

с получением посредством этого напитка, характеризующегося очень низким уровнем потенциала T2N. 

Это изобретение относится также к растениям ячменя, которые, помимо содержания первой мута-

ции, приводящей к полной потере функции активности LOX-1, и второй мутации, приводящей к полной 

потере функции активности LOX-2, также содержат одну или несколько дополнительных полезных му-

таций. 

Описание фигур 

Фиг. 1 показывает один пример того, как могут быть размножены NaN3-мутагенизированные зерна 

ячменя. Зерна генерации М0 растут до растений, которые развивают зерна генерации M1. Они могут 

быть посеяны для развития в растения генерации М2. Затем растения М2 растут и образуют зерна гене-

рации М3. Зерна генерации М3 могут проращиваться, например, для анализа колеоптилей проросших 

растений М3. Дополнительно, цветки, полученные из зерен растений М3, могут быть использованы в 

скрещиваниях с линиями или культиварами ячменя для получения растений генерации М4. Сходная фи-

гура представлена на фиг. 1А в заявке на патент PCT WO 2005/087934, Breddam, K. et al. 

Фиг. 2 показывает схематическую иллюстрацию биохимического пути для превращения и деграда-

ции линолевой кислоты до T2N. LOX-1 сначала катализирует превращение линолевой кислоты в 9-

HPODE, которая ферментативно деградируется до цис-ноненаля. Это соединение подвергается спонтан-

ной химической изомеризации до T2N. LOX-2 сначала катализирует превращение линолевой кислоты в 

13-HPODE, которая может быть превращена в 2-Е-гексаналь (не показано). 

Фиг. 3 показывает упрощенное схематическое представление предпочтительного способа приго-

товления пива, предусматривающего замачивание зерна ячменя (1), получение солода (соложение) (2), 

печную сушку (3), измельчение высушенного солода (4), затирание (5), фильтрование (6), кипячение 

сусла в присутствии добавленных высушенных шишек хмеля (7), ферментацию в присутствии дрожжей 

(8), выдержку (созревание) пива (9), фильтрование пива (10), затаривание, например затаривание в бу-

тылки, банки для пива или т.п. (11) и этикетирование (прикрепление ярлыка) (12). Эти отдельные про-

цессы могут быть сгруппированы в секции, предусматривающие получение солода (соложение) (1-3), 

приготовление сусла (4-7), ферментацию (8-9) и получение готового пива (10-12). Хотя проиллюстриро-

ван предпочтительный способ, могут быть рассмотрены другие способы, которые лишены некоторых из 

описанных стадий (может быть, например, опущено фильтрование или добавление высушенных шишек 

хмеля, или могут быть добавлены дополнительные стадии, такие как добавление добавок, сахаров, сиро-

пов или карбоната). 

Фиг. 4 показывает результаты сравнения общих активностей LOX в проросших зернах генерации 

М3 (А), генерации М4 (B) и генерации М5 (С). Указанные активности измеряли в экстрактах зародышей, 

которые выделяли из проросших зерен двойного null-LOX-мутанта А689, null-LOX-1-мутанта D112 и 

null-LOX-1-линии скрещивания Са211901. Аликвоты инактивированных тепловой обработкой экстрак-

тов тех же самых проб служили в качестве экспериментальных контролей [в С: null-LOX-1 исходный 

мутант D112 (*), null-LOX-1 линия скрещивания Са211901 (**)]. Показаны также генотипы LOX-1 и 

LOX-2 анализированных проб растений (wt: дикий тип). 

Фиг. 5 показывает хроматограммы ВЭЖХ-анализов, используемых для анализа на образование 9- и 

13-HPODE в 48-часовых проращиваемых зародышах ячменя. Эти HPODE детектировали измерением 

оптической плотности при 234 нм, причем результаты представлены в виде относительных единиц опти-

ческой плотности (AU). Пики профилей элюции, которые соответствуют 9- и 13-HPODE, указаны стрел-
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ками. 

(A) Хроматограмма стандартов 9- и 13-HPODE. 

(B) Хроматограмма HPODE, образованных в экстрактах, приготовленных из проросших зародышей 

null-LOX-1-мутанта D112. 

(C) Хроматограмма HPODE, образованных в экстрактах, приготовленных из проросших зародышей 

двойного null-LOX-мутанта А689, генерации М4. 

Фиг. 6 показывает хроматограммы ВЭЖХ-анализов, используемых для анализа на образование 9- и 

13-HPODE в 72-часовых микроосоложенных зернах. Эти HPODE детектировали измерением оптической 

плотности при 234 нм, причем результаты представлены в виде относительных единиц оптической плот-

ности (AU). Пики профилей элюции, которые соответствуют 9- и 13-HPODE, указаны стрелками. 

(A) Хроматограмма 9- и 13-HPODE, образованных в сорте Barke дикого типа. 

(B) Хроматограмма HPODE, образованных в экстрактах зародышей null-LOX-1-мутанта D112. 

(C) Хроматограмма HPODE, образованных в экстрактах двойного null-LOX-мутанта А689, генера-

ции М5. 

Фиг. 7 показывает уровни свободного T2N, образованного в микроосоложенных пробах ячменя 

культивара Power дикого типа, null-LOX-1-мутанта D112, и трех потенциальных двойных  

null-LOX-линий мутанта А689, генерации М5. Включены также генотипы LOX-1 и LOX-2 анализиро-

ванных проб ячменя (wt: дикий тип). 

Фиг. 8 показывает уровни свободного T2N, образованного в пробах прокипяченного сусла, полу-

ченного из микроосоложенных зерен культивара Power дикого типа, нуль LOX-1-мутанта D112, и двой-

ного null-LOX-мутанта А689, генерации М5. Показаны также генотипы LOX-1 и LOX-2 анализирован-

ных проб ячменя (wt: дикий тип). 

Фиг. 9 показывает уровни предшественников T2N в пробах прокипяченого сусла, полученного из 

микроосоложенных зерен культивара Power дикого типа, нуль LOX-1-мутанта D112, и двойного  

null-LOX-мутанта А689, генерации М5. 

Фиг. 10 показывает уровни предшественников T2N в пиве, полученном в большом эксперименте с 

объемом 200 л, с использованием культивара Power дикого типа, нуль LOX-1-мутанта D112, и двойного 

null-LOX-мутанта А689 М5. Показаны также генотипы LOX-1 и LOX-2 используемых солодов  

(wt: дикий тип). 

Фиг. 11 показывает сравнение уровней свободного T2N в аликвотах указанных проб, взятых из 

больших прокипяченных сусел 200 л, полученных варкой пива из ячменя или обычным соложением и 

затиранием. Показаны также генотипы LOX-1 и LOX-2 используемых исходных материалов (wt: дикий 

тип). 

Фиг. 12 показывает сравнение уровней предшественников T2N в указанных аликвотах проб, взятых 

из больших кипяченых сусел 200 л (ср. фиг. 11), полученных либо варкой пива из ячменя, либо с исполь-

зованием обычного соложения и затирания. Показаны также генотипы LOX-1 и LOX-2 используемых 

исходных материалов (wt: дикий тип). 

Фиг. 13 показывает аспекты развития T2N в пиве из крупномасштабных (200 л) испытаний варки 

пива с использованием указанного культивара ячменя и мутантов в качестве исходных материалов (сы-

рья). 

(A) Анализы только пива, полученного варкой из ячменя, сфокусированные на развитии свободного 

T2N во время искусственного старения. Уровень порога вкусового ощущения T2N при 50 тысячных до-

лях (т.д., ppt) указан горизонтальной пунктирной линией. В отдельном эксперименте сравнивали уровни 

предшественников T2N в пробах свежего пива из ячменя и пробах обычного пива. 

(В), (C) Уровни свободного T2N в пробах свежего пива (белые столбцы) в сравнении с уровнями 

спустя две недели при 37°C (черные столбцы). Показаны также генотипы LOX-1 и LOX-2 используемых 

исходных материалов (wt: дикий тип). 

Фиг. 14 показывает сравнение уровней THA и отношений как в пиве, сваренном из ячменя (А), так 

и в пиве, полученном с использованием обычного солода (В). 9,12,13- и 9,10,13-THA генерируются час-

тично неизвестными реакциями пути LOX-1 и LOX-2 соответственно. 

Фиг. 15 показывает иллюстрацию относительно развития с течением времени "бумажного" привку-

са (A) и привкуса "старости" (B) пива, полученного варкой пива из ячменя в масштабе 200 л, с использо-

ванием исходных материалов культивара Power (черные столбцы), null-LOX-1 (серые столбцы) и двой-

ного null-LOX (белые столбцы). Специализированная дегустационная комиссия по сенсорной оценке 

качества пива оценивала эти типы пива с использованием шкалы от 0 (без привкуса) до 5 (крайняя сте-

пень привкуса). 

Фиг. 16 показывает, как развивается пена в сваренных из ячменя типах пива (A) и в типах пива на 

основе солода (В). В обоих экспериментах коммерческое пиво лагер служило в качестве эталона (толстая 

пунктирная линия), в сравнении с пивом, полученным с использованием в качестве исходных материа-

лов культивара Power (тонкая пунктирная линия), null-LOX-1- (тонкая непрерывная линия) и двойного 

null-LOX-мутанта (толстая непрерывная линия). 



028532 

- 5 - 

Фиг. 17 показывает карту организации геномного гена ячменя для LOX-2, фокусируясь на области, 

охватывающей стартовый кодон (ATG) и стоп-кодон (ТАА). Было обнаружено, что эта последователь-

ность из 3229 п.н. (bp) состоит из 6 экзонов (черные боксы) и 5 интронов (линии). Мутация, идентифи-

цированная в гене LOX-2 двойного null-LOX-мутанта А689, указана вертикальной стрелкой. Следует 

отметить, что двойной null-LOX-мутант А689 содержит также преждевременный стоп-кодон трансляции 

в гене для LOX-1 (ср. мутант D112, иллюстрированный на фиг. 15 патента США № 7420105). 

Фиг. 18 показывает, каким образом анализ генотипа может быть использован для идентификации 

null-LOX-мутантов. Внимание сосредоточивается на детектировании с использованием SNP двойного 

null-LOX-растения ячменя, т.е. пути для достижения объединенного детектирования мутации G→A в 

положении 3474 гена LOX-1 и мутации G→A в положении 2689 гена LOX-2. 

(A) Диаграмма электрофореза в агарозном геле ПЦР-фрагментов, амплифицированных из указан-

ной матричной ДНК с использованием указанных пар праймеров, т.е. ген LOX-2 дикого типа может быть 

амплифицирован с использованием праймеров FL1035 и FL1039, тогда как мутантный ген null-LOX-2 

может быть амплифицирован с использованием праймеров FL1034 и FL1039. 

(B) Диаграмма для иллюстрации, каким образом ПЦР с парой праймеров FL820 и FL823 (содержа-

щих 3'-основание, комплементарное null-LOX-1-специфической мутации, показанной звездочкой) и па-

рой праймеров FL1034 (содержащих 3'-основание, комплементарное null-LOX-2-мутации, иллюстрируе-

мой звездочкой) и FL1039 могут генерировать ПЦР-продукты 166 п.н. и 200 п.н., соответственно, при 

условии присутствия указанных null-LOX-мутаций. 

(C) Изображение результата после электрофореза в агарозном геле маркерной ДНК (дорожки 1 и 4) 

и изображение ПЦР-амплифицированной ДНК двойного null-LOX-мутанта А689 с использованием вы-

шеуказанных комбинаций праймеров для детектирования null-LOX-1- и null-LOX-2-мутаций (дорожка 

2). Реакции ПЦР ячменя дикого типа не давали соответствующих продуктов ПЦР (дорожка 3). 

Фиг. 19 показывает пример анализа с использованием SNP растений-потомков из скрещиваний с 

двойным null-LOX-ячменем. 

(A) Схематическое представление с использованием комбинаций праймеров, детализированных в 

подписи к фиг. 18, представленной здесь выше, т.е. праймеров для детектирования на основе ПЦР null-

LOX-1- и null-LOX-2-мутаций. Первая дорожка слева с распределением полос "a", как отмечено под до-

рожкой, не содержит специфического ПЦР-продукта для присутствия этих двух мутаций [т.е. обе облас-

ти матрицы имели последовательности дикого типа (W)], тогда как следующая дорожка с распределени-

ем полос "b" ясно показывает ПЦР-продукт, полученный из null-LOX-1-мутантного растения (М). Третья 

дорожка с распределением полос "c" получена из null-LOX-2-растения, и растение в четвертой дорожке с 

распределением полос "d" является двойным null-LOX растением. 

(B) Электрофорез в агарозном геле дикого типа, генотипов ячменя null-LOX-1-, null-LOX-2- и двой-

ного null-LOX-генотипов ячменя. Анализ распределений полос, в соответствии с анализом, описанным 

выше в (А), выявил, что дорожки 2, 6, 10, 12, 18 и 22 содержали амплифицированные продукты из расте-

ний, несущих null-LOX-1 мутацию (отмеченную "b" под этими дорожками), тогда как дорожки 1, 3, 9, 11, 

19, 21 и 23 содержали продукты из растений, несущих null-LOX-2-мутацию (отмеченную "c" под этими 

дорожками). Дорожки 7, 15 и 17 содержали ПЦР-продукты из растений с двойной null-LOX-мутацией, 

несущих объединенные LOX-1- и LOX-2-мутации генов (отмеченные "d" под этими дорожками). И до-

рожки 4, 5, 8, 13, 14, 16 и 20 не содержали продуктов амплификации из растений, не несущих ни одного 

из null-LOX-аллелей (отмеченные "a" под этими дорожками), т.е. эти растения были растениями дикого 

типа относительно испытуемых последовательностей. Маркерная ДНК разделяется в дорожке, отмечен-

ной "MW". 

Подробное описание изобретения 

Определения. 

В этом описании фигуры и таблицы, которые следуют далее, используют ряд терминов. Для обес-

печения описаний и пунктов формулы изобретения, включающих объем, который должен придаваться 

такими терминами, обеспечены следующие определения: 

В данном контексте термин "в единственном числе" может обозначать один или несколько, в зави-

симости от контекста, в котором он используется. 

Термин "агрономический признак" описывает фенотипический или генетический признак растения, 

который способствует производительности или экономической ценности указанного растения. Такие 

признаки включают в себя устойчивость к болезням, устойчивость к насекомым, устойчивость к виру-

сам, устойчивость к нематодам, засухоустойчивость, высокую солеустойчивость, урожай, высоту расте-

ний, дни до созревания, сортировку по качеству зерна (т.е. фракционирование по размеру зерна), содер-

жание азота в зерне и т.п. 

Под "антисмысловой нуклеотидной последовательностью" имеют в виду последовательность, кото-

рая находится в обратной ориентации относительно нормальной кодирующей 5'-3'-ориентации этой нук-

леотидной последовательности. При присутствии в растении эта антисмысловая ДНК-

последовательность предпочтительно уменьшает нормальную экспрессию этой нуклеотидной последо-
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вательности для эндогенного гена и может нарушать продуцирование соответствующего нативного бел-

ка. В растениях ячменя экспрессия антисмысловых нуклеотидов обычно только уменьшает экспрессию, 

но не предотвращает экспрессию указанного нативного белка. 

Термин "ячмень" в ссылке на процесс приготовления пива и напитков на основе ячменя, в частно-

сти, при использовании для описания процесса получения солода означает зерна ячменя. Во всех других 

случаях, если нет других указаний, "ячмень" обозначает растение ячменя (Hordeum vulgare, L.), в том 

числе любую селекционную линию или культивар или сорт, тогда как часть растения ячменя может быть 

любой частью растения ячменя, например любой тканью или любыми клетками. 

Под термином "устойчивость к болезням" имеется в виду, что эти растения избегают симптомов 

болезни, которые являются результатом взаимодействий растение-патоген. Таким путем осуществляется 

предотвращение вызывания болезней и ассоциированных с болезнями симптомов патогенами. 

Альтернативно, симптомы болезни, вызываемые этим патогеном, минимизируются или уменьша-

ются или даже предотвращаются. 

В данном контексте термин "двойная null-LOX-мутация" относится к полной потере функции ак-

тивности LOX-1 и полной потери функции активности LOX-2. Таким образом, "двойная null-LOX-

мутация" может характеризоваться полной потерей функционального LOX-1-фермента и полной потерей 

функционального LOX-2-фермента. Таким образом, "растение ячменя с двойной null-LOX-мутацией" 

является растением ячменя, содержащим первую мутацию, приводящую к полной потере функции ак-

тивности LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере функции активности LOX-2. Таким 

образом, "растение ячменя с двойной null-LOX-мутацией" может характеризоваться полной потерей 

функционального фермента LOX-1 и полной потерей функционального фермента LOX-2. Подобным об-

разом, "зерна с двойной null-LOX-мутацией" являются зернами, содержащими первую мутацию, приво-

дящую к полной потере функции активности LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере 

функции активности LOX-2, и т.д. Таким образом, "зерна с двойной null-LOX-мутацией" могут характе-

ризоваться полной потерей функционального фермента LOX-1 и полной потерей функционального фер-

мента LOX-2. 

"Злаковое" растение определяется здесь как член семейства растений Graminae, культивируемый, 

прежде всего, для получения крахмалсодержащих семян или зерен. Злаковые растения включают в себя, 

но не ограничиваются ими, ячмень (Hordeum), пшеницу (Triticum), рис (Oryza), кукурузу (Zea), рожь  

(Secale), овес (Avena), сорго (Sorghum) и Тритикале, гибрид рожь-пшеница. 

Под "кодирующей" или "кодируемой" в контексте описываемой нуклеиновой кислоты имеют в ви-

ду содержание информации для трансляции в указанный белок. Нуклеиновая кислота или полинуклео-

тид, кодирующие белок, могут содержать нетранслируемые последовательности, например интроны, в 

транслируемых областях этой нуклеиновой кислоты или могут быть лишены таких промежуточных не-

транслируемых последовательностей, например в кДНК. Информация, при помощи которой кодируется 

белок, описывается с использованием кодонов. 

В применении здесь "экспрессия" в контексте нуклеиновых кислот должна пониматься как транс-

крипция и накапливание смысловой мРНК или антисмысловой РНК, происходящих из фрагмента нук-

леиновой кислоты. Термин "экспрессия", используемый в контексте белков, относится к трансляции 

мРНК в полипептид. 

Термин "ген" означает сегмент ДНК, участвующий в продуцировании полипептидной цепи; он 

включает области, предшествующие кодирующей области и следующие за кодирующей областью (про-

мотор и терминатор). Кроме того, гены растений обычно состоят из экзонов, прерываемых интронами. 

После транскрипции в РНК интроны удаляются сплайсингом для генерирования зрелой мессенджер-РНК 

(мРНК). "Сайты сплайсинга" между экзонами и интронами обычно определяются консенсусными после-

довательностями, действующими в качестве сигналов сплайсинга для процесса сплайсинга, состоящего 

из делеции интрона из первичного РНК-транскрипта, и соединения или слияния концов оставшейся РНК 

на любой стороне вырезанного интрона. В некоторых случаях альтернативные или отличающиеся пат-

терны сплайсинга могут генерировать различные белки из одного и того же отрезка ДНК. Нативный ген 

может называться "эндогенным геном". 

В данном контексте "гетерологичный" в ссылке на нуклеиновую кислоту обозначает нуклеиновую 

кислоту, которая происходит из чужеродного вида, или, если она происходит из того же самого вида, 

является существенно модифицированной относительно ее нативной формы по составу и/или геномному 

локусу преднамеренным вмешательством человека. 

Термин "прорастание" обозначает в данном контексте начало или возобновление роста зерном яч-

меня в различных композициях, таких как обычная почва, обнаруживаемая в природе. Таким образом, 

прорастающий зародыш является зародышем, подвергаемым прорастанию. Прорастание может происхо-

дить также в почве вегетационных сосудов, помещенных в камеры для выращивания и т.п., или, напри-

мер, происходить на влажной фильтровальной бумаге, помещенной в стандартные лабораторные чашки, 

или во время соложения (приготовления солода) (например, в замочных танках или в аппаратах для про-

ращивания (солодорастильных аппаратах) заводов по приготовлению солода). Проращивание обычно 

включает в себя гидратацию зерен, набухание зерен и индуцирование роста зародыша. Факторы окру-
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жающей среды, влияющие на прорастание, включают в себя влажность, температуру и уровни кислоро-

да. Наблюдается развитие корней и побегов. 

В данном контексте термин "изолирован (выделен)" обозначает, что материал удален из его исход-

ной среды. Например, природно-встречающийся полинуклеотид или полипептид, присутствующие в жи-

вом организме, не являются изолированными, но тот же самый полинуклеотид или полипептид, отделен-

ный от некоторых или всех сосуществующих материалов в природной системе, является изолированным 

(выделенным). Такие полинуклеотиды могли бы быть частью вектора и/или такие полинуклеотиды или 

полипептиды могли бы быть частью композиции и все еще быть изолированными, так как такой вектор 

или такая композиция не является частью природного окружения. 

Термин "зерно" включает в себя зерновку злаков, также называемую внутренним семенем, нижней 

цветковой чешуей и верхней цветковой чешуей. В большинстве сортов ячменя нижняя чешуя и верхняя 

чешуя прикреплены к зерновке и являются частью зерна после обмолота. Однако существуют также сор-

та голозерного ячменя. В них зерновка не содержит нижней чешуи и верхней чешуи и высвобождается 

при обмолоте, как в случае пшеницы. Термины "зерновки" и "зерно" используются здесь взаимозаменяе-

мо. 

"Развитие зерна" относится к периоду, начинающемуся с оплодотворения яйцеклетки клеткой 

пыльцы. Во время оплодотворения метаболические запасы, например, сахара, олигосахариды, крахмал, 

фенольные соединения, аминокислоты и белки депонируются, с нацеливанием на вакуоль или без наце-

ливания на вакуоль, в различные ткани в эндосперме зерна (семени), семенной оболочке (тесте), алейро-

не и щитке, приводя к увеличению зерна (семени), наливу зерна (семени)? и процесс заканчивается обез-

воживанием зерна (семени). 

Термин "полная потеря функции" относится к отсутствию конкретной ферментативной активности. 

Таким образом, растение ячменя с "полной потерей функции" активности LOX-1 и LOX-2 является рас-

тениями ячменя без детектируемых активностей LOX-1 и LOX-2. В контексте данного изобретения ак-

тивности, LOX-1 и LOX-2 определяют процедурой анализа, определяющей образование 9-HPODE и  

13-HPODE из линолевой кислоты, даже хотя LOX-1 и LOX-2 могут иметь и другие активности. Пред-

почтительно образование 9-HPODE и 13-HPODE из линолевой кислоты определяют, как описано в при-

мере 4 здесь ниже. Эта активность должна определяться с использованием экстрактов белка прорастаю-

щих зародышей. В контексте данного изобретения генерирование пика хроматограммы, соответствую-

щего менее чем 5%, предпочтительно менее чем 3% пика 9-HPODE стандарта, показанного на фиг. 5А, 

и/или пика, соответствующего менее чем 5%, предпочтительно менее чем 3% пика 13-HPODE стандарта, 

показанного на фиг. 5А, при использовании линолевой кислоты в качестве субстрата, рассматривается 

как недетектируемая активность LOX-1 и LOX-2, при использовании анализа, описанного в примере 4. 

Молекулярные подходы к получению полной потери функции активности LOX предусматривают гене-

рирование мутаций, которые либо вызывают полное отсутствие транскриптов для указанного фермента, 

полное отсутствие соответствующего кодируемого фермента, либо мутаций, которые полностью инакти-

вируют этот кодируемый фермент. 

Термин "активность LOX-1" относится к ферментативной активности фермента LOX-1 ячменя. 

Конкретно, в контексте данного изобретения "активность LOX-1" является катализируемым ферментом 

диоксигенированием линолевой кислоты в 9-HPODE и в гораздо меньшей степени в 13-HPODE. Даже 

хотя фермент LOX-1 способен катализировать другие реакции, для цели определения активности LOX-1 

в соответствии с данным изобретением следует рассматривать только активности образования 9- и  

13-HPODE. Фиг. 2 изображает биохимический путь, при котором линолевая кислота превращается в  

9-HPODE. 

Термин "активность LOX-2" относится к ферментативной активности фермента LOX-2 ячменя. 

Конкретно, в контексте данного изобретения "активность LOX-2" является катализируемым ферментом 

диоксигенированием линолевой кислоты в 13-HPODE и в гораздо меньшей степени в 9-HPODE. Даже 

хотя фермент LOX-2 способен катализировать другие реакции, для цели определения активности LOX-2 

в соответствии с данным изобретением следует рассматривать только активности образования 13- и  

9-HPODE. Фиг. 2 изображает биохимический путь, при котором линолевая кислота превращается в  

13-HPODE. 

Термин "солодовый напиток" или термин "напиток на основе солода" относится к напиткам, приго-

товленным с использованием солода, предпочтительно напиткам, приготовленным способом, преду-

сматривающим стадию инкубирования солода с горячей водой. Солодовый напиток может быть, напри-

мер, пивом или мальтинами. 

Термин "ферментированный солодовый напиток" относится к солодовым напиткам, которые были 

ферментированы, т.е. инкубированы с дрожжами. 

"Соложение" является особой формой прорастания зерен ячменя, имеющей место при контроли-

руемых условиях среды, включающих замочные танки и солодорастильные аппараты завода по приго-

товлению солода. В соответствии со способом данного изобретения приготовление солода начинается во 

время замачивания и/или после того, как зерна ячменя были замочены. Этот способ приготовления соло-

да может быть остановлен высушиванием зерен ячменя, например, в способе с использованием печной 
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сушки. В случае когда солод не был подвергнут печной сушке, он называется "свежепроросшим (зеле-

ным) солодом". 

Считается, что композиция, приготовленная из ячменя с двойной null-LOX-мутацией, содержит со-

лод с двойной null-LOX-мутацией, такой как чистый солод с null-LOX-мутацией или любая смесь солода, 

содержащая солод с двойной null-LOX-мутацией. Солод может быть переработан, например, размалыва-

нием и, следовательно, называться "размолотым солодом" или "солодовой мукой". 

"Затирание" является инкубацией размолотого солода в воде. Затирание предпочтительно выпол-

няют при конкретной температуре и в конкретном объеме воды. Температура и объем воды являются 

важными, так как они влияют на скорость уменьшения активности ферментов, происходящих из этого 

солода, и, следовательно, особенно на величину гидролиза крахмала, который может иметь место; может 

быть также важным действие протеаз. Затирание может происходить в присутствии добавок, под кото-

рыми имеется в виду любой источник углеводов, отличный от солода, такой как, но не только, ячмень (в 

том числе ячмень с двойной null-LOX-мутацией), сиропы из ячменя, или кукурузы, или риса в виде либо 

целых зерен, либо переработанных продуктов, таких как крупки или крахмал. Все из вышеупомянутых 

добавок могут быть использованы преимущественно в качестве дополнительного источника экстракта 

(сиропы обычно вводят во время кипячения сусла). Эти требования в отношении переработки добавки на 

пивоваренном заводе зависят от состояния и типа используемой добавки и, в частности, от температур 

клейстеризации и разжижения крахмала. Если температура клейстеризации выше, чем температура для 

обычного осахаривания солода, то крахмал клейстеризуют и разжижают перед добавлением к затору. 

"Мутации" включают делеции, инсерции, замены, трансверсии и точечные мутации в кодирующих 

и некодирующих областях гена. Делеции могут быть делециями всего гена или только части этого гена, 

где некодирующей областью предпочтительно является либо область промотора, либо область термина-

тора, либо интроны. Точечные мутации могут относиться к изменениям одного основания или пары ос-

нований и могут приводить к стоп-кодонам, мутациям "сдвига рамки" или заменам аминокислот. Сома-

тические мутации являются мутациями, которые встречаются только в определенных клетках или тканях 

растения и не наследуются в следующем поколении. Мутации зародышевой линии могут быть обнару-

жены в любой клетке растения и являются наследуемыми. Со ссылкой на фиг. 1 здесь, которая дает об-

щее представление, каким образом зерна мутированного ячменя могут размножаться в программе селек-

ции, зерна генерации М3 и их непосредственно размноженные зерна, или любой последующей генера-

ции, в том числе их растения, могут быть названы "исходными мутантами". Далее, все еще со ссылкой на 

фиг. 1 здесь, термин "генеалогическая линия" относится к зернам генерации М4 и любой последующей 

генерации, в том числе их растениям, которые могут быть результатом скрещивания с растением-

культиваром или быть результатом скрещивания с другой генеалогической линией с отдельным, специ-

фическим признаком. 

Термин "null-LOX" относится к присутствию мутации в LOX-кодирующем гене, вызывающей пол-

ную потерю функции кодируемого фермента LOX (либо LOX-1, либо LOX-2). Мутации, которые гене-

рируют кодоны преждевременной терминации (нонсенс-кодоны) в гене, кодирующем LOX, представля-

ют только один механизм, при помощи которого может быть получена полная потеря функции активно-

сти LOX. Молекулярные подходы к получению полной потери функции фермента LOX предусматрива-

ют генерирование мутаций, которые вызывают полное отсутствие транскриптов для указанного фермен-

та, или мутаций, которые вызывают полную инактивацию этого кодируемого фермента. "null-LOX" со 

ссылкой на растение относится к растению, имеющему полную потерю функции описанного фермента 

LOX. 

"Функционально связанные" является термином, используемым для ссылки на ассоциацию двух 

или более фрагментов нуклеиновой кислоты на едином полинуклеотиде, так что на функцию одного из 

них влияет другой фрагмент. Например, промотор функционально связан с кодирующей последователь-

ностью, когда он способен влиять на экспрессию этой кодирующей последовательности, т.е. эта коди-

рующая последовательность находится под транскрипционным контролем этого промотора. Кодирую-

щие последовательности могут быть функционально связаны с регуляторными последовательностями в 

смысловой или антисмысловой ориентации. 

"ПЦР" или "полимеразная цепная реакция" хорошо известна квалифицированным в данной области 

специалистам в качестве способа, используемого для амплификации конкретных ДНК-сегментов (патен-

ты США № 4683195 и 4800159, Mullis, K.B. et al.). 

"Растение" или "растительный материал" включает клетки растений, протопласты растений и куль-

туры клеток тканей растений, из которых могут быть регенерированы растения ячменя, в том числе кал-

лусы растений, и клетки растений, которые являются интактными в растениях, или части растений, такие 

как зародыши, пыльца, семяпочки, цветки, зерна, листья, корни, кончики корней, пыльники или любая 

часть или любой продукт растения. 

Под термином "продукт растения" имеется в виду продукт, полученный из переработки растения 

или части растения. Таким образом, указанный продукт растения может быть, например, солодом, сус-

лом, ферментированным или неферментированным напитком, кормовым или пищевым продуктом. 

В этом контексте "рекомбинантный" при ссылке на белок является белком, который происходит из 
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чужеродного вида или, если он происходит из того же самого вида, является модифицированным из его 

нативной формы в композиции преднамеренным вмешательством человека. 

"Дегустационная комиссия специалистов по оценке качества пива" в контексте данного описания 

является комиссией специалистов, хорошо обученных дегустации и описанию привкусов пива, со специ-

альным фокусированием на альдегидах, "бумажном" привкусе и привкусе "старости". Хотя существует 

ряд аналитических инструментов для оценивания компонентов привкуса, относительное значение влия-

ющих на вкус компонентов трудно оценивать аналитически. Однако такие комплексные свойства могут 

быть оценены специалистами по оценке вкуса. Их непрерывная тренировка включает испытание качест-

ва и оценивание проб стандартного пива. 

Под термином "сайт сплайсинга" имеются в виду связи между экзонами и интронами гена. Так, 

сайт сплайсинга может быть границей, идущей от экзона к интрону (называемой "донорным сайтом 

сплайсинга") или границей, отделяющей интрон от экзона (называемой "акцепторным сайтом"). Сайт 

сплайсинга в растениях обычно содержит консенсусные последовательности. 5'-конец интрона обычно 

состоит из консервативного динуклеотида GT (GU в мРНК), а 3-конец интрона обычно состоит из кон-

сервативного динуклеотида AG. Таким образом, 5'-сайт сплайсинга содержит 5'-конец интрона, а 3'-сайт 

сплайсинга содержит 3'-конец интрона. Предпочтительно в контексте данного изобретения сайт сплай-

синга интрона является либо 5'-сайтом сплайсинга, состоящим из наиболее 5' (левых)-динуклеотидов 

интрона (который обычно является GT), или 3'-сайтом сплайсинга, состоящим из наиболее 3'(правых)-

динуклеотидов этого интрона (который обычно является AG). 

Если нет других указаний, "T2N" обозначает транс-2-ноненаль (T2N) в свободной форме. T2N на-

зывают иногда 2-E-ноненалем. 

Под термином "потенциал T2N" описаны химические вещества, которые способны высвобождать 

T2N или превращаться в T2N в одной или нескольких реакциях. В данном контексте потенциал T2N оп-

ределяется как концентрация T2N, высвобождаемого в раствор, например, сусло или пиво, во время ин-

кубирования в течение 2 ч при 100°C, pH 4,0. Практически, определяют начальную концентрацию T2N, 

после чего этот раствор инкубируют в течение 2 ч при 100°C, pH 4,0, с последующим определением кон-

центрации T2N. Различие между начальной и конечной концентрацией T2N называют потенциалом T2N. 

Тепловая, кислотная обработка вызывает высвобождение T2N из потенциала T2N, например, из "аддук-

тов T2N", где этот последний термин используется для описания T2N, конъюгированного с одним или 

несколькими веществами, включающими, но не ограничивающимися ими, белок (белки), сульфит, оста-

ток клеток, клеточные стенки и т.п. Обычно аддукты T2N per se не воспринимаются людьми в качестве 

привкусов. Однако T2N, высвобождаемый из указанных аддуктов T2N, может приводить к появлению 

привкуса. 

"Культура ткани" обозначает композицию, содержащую изолированные клетки одного и того же 

или разных типов, или коллекцию таких клеток, организованных в части растения, в том числе, напри-

мер, протопласты, каллусы, зародыши, пыльцу, пыльники и т.п. 

"Трансформация" обозначает введение ДНК в организм таким образом, что эта ДНК поддерживает-

ся либо в виде внехромосомного элемента (без интеграции и стабильного наследования), либо в виде 

хромосомного интегранта (с генетически стабильным наследованием). Если нет другого указания, спо-

собом, используемым здесь для трансформации E.coli, был способ на основе CaCl2 (Sambrook and Russel, 

supra). Для трансформации ячменя может выполняться Agrobacterium-опосредуемая трансформация пре-

имущественно, как описано либо Tingay et al. (1997), либо Wang et al. (2001), за исключением того, что в 

качестве хозяина могут быть использованы альтернативные культивары. 

"Трансген" является геном, который был введен в геном процедурой трансформации. 

В данном контексте "трансгенная" включает ссылку на клетку, которая была модифицирована вве-

дением гетерологичной нуклеиновой кислоты, или на клетку, которая произведена из модифицирован-

ной таким образом клетки. Так, например, трансгенные клетки экспрессируют гены, которые не обнару-

живаются в идентичной форме в нативной форме клетки, или экспрессируют нативные гены, которые в 

противном случае ненормально экспрессируются, недостаточно экспрессируются или вообще не экс-

прессируются, в результате преднамеренного вмешательства человека. Термин "трансгенные" в данном 

контексте в ссылке на растения, в частности растения ячменя, не включает изменение клетки способами 

традиционной селекции растений, например мутагенезом на основе NaN3 или природно-

встречающимися событиями без преднамеренного вмешательства человека. 

"Дикий ячмень", Hordeum vulgare ssp. spontaneum, рассматривается в качестве предшественника 

(прародителя) современных культивируемых форм ячменя. Предполагается, что транзиция ячменя из 

дикого в культивируемое состояние совпадает с окультуриванием этого растения в "местные сорта ячме-

ня". Они являются генетически более близкородственными с современными культиварами, чем с диким 

ячменем. 

Термин ячмень "дикого типа" относится к растению ячменя, генерированному рутинным образом. 

Предпочтительно этот термин относится к растению ячменя, из которого были произведены растения 

ячменя данного изобретения, т.е. исходные растения. Зерна ячменя дикого типа обычно доступны, на-

пример, из производящих семена сельскохозяйственных хозяйств в виде "культиваров" или "сортов", т.е. 
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тех генетически сходных зерен, которые находятся в списке национальных организаций селекции расте-

ний. Несмотря на доступность нескольких null-LOX-1-культиваров ячменя (например, культиваров 

Chamonix и Charmay), но для цели лучшего понимания данного изобретения, все null-LOX-1-мутантные, 

null-LOX-2-мутантные растения и растения с двойной null-LOX-мутацией считаются здесь мутантными 

растениями, а не растениями дикого типа. Обозначения "культивар" и "сорт" используются здесь взаимо-

заменяемо. 

Под термином "сусло" имеется в виду жидкий экстракт солода, такого как размолотый солод, или 

зеленый солод, или размолотый зеленый солод. В пивоварении с использованием ячменя сусло может 

быть также приготовлено инкубированием экстракта неосоложенного ячменя со смесью ферментов, ко-

торая гидролизует компоненты ячменя. Кроме указанных полученных из солода или ячменя экстрактов, 

этот жидкий экстракт может быть приготовлен из солода и дополнительных компонентов, таких как до-

полнительный крахмалсодержащий материал, частично превращенный в ферментируемые сахара. Это 

сусло обычно получают затиранием, с последующим необязательным "промыванием дробины", в про-

цессе экстракции остаточных сахаров и других соединений из истощенных зерен после затирания с горя-

чей водой. Промывание дробины обычно проводят в фильтрационном чане, заторном фильтре или дру-

гом аппарате для получения возможности отделения экстрагированной воды от истощенных зерен. Сус-

ло, полученное после затирания, обычно называют "первым суслом", тогда как сусло, полученное после 

промывания дробины, обычно называют "вторым суслом". Если не указано, термин "сусло" может быть 

использован для первого сусла, второго сусла или комбинации обоих. Во время получения пива сусло 

обычно кипятят вместе с высушенными шишками хмеля. Сусло, которое не кипятилось с высушенными 

шишками хмеля, может также называться "несброженным (сладким) суслом", тогда как сусло, прокипя-

ченное с высушенными шишками хмеля, может называться "прокипяченным суслом". 

Растение ячменя. 

Ячмень относится к семейству растений. "Дикий ячмень", Hordeum vulgare ssp. spontaneum, счита-

ется предшественником (прародителем) современных культивируемых форм ячменя. Предполагается, 

что транзиция ячменя из дикого в культивируемое состояние совпадает с радикальным изменением час-

тот встречаемости аллелей в многочисленных локусах. Редкие аллели и новые мутационные события 

были положительно селектированы фермерами, которые быстро установили новые признаки в окульту-

ренных популяциях растений, называемых "местными сортами ячменя". Они являются генетически бо-

лее близкородственными с современными культиварами, чем с диким ячменем. До позднего XIX столе-

тия местные сорта ячменя существовали в виде гетерогенных смесей инбредных линий и гибридных  

сегрегатов, включающих малое число растений, происходящих из случайных скрещиваний в более ран-

них генерациях. Большинство этих местных сортов были заменены в продвинутых сельских хозяйствах 

чистолинейными культиварами. Промежуточные или высокие уровни генетического разнообразия ха-

рактеризуют оставшиеся местные сорта. Первоначально сорта "современного ячменя" представляли се-

лекционные сорта из местных сортов. Позднее их получали из последовательных циклов скрещиваний 

между установленными чистыми линиями, такими как линии различного географического происхожде-

ния. В конечном счете результатом было заметное сужение генетической основы во многих, возможно 

всех, продвинутых сельских хозяйствах. В сравнении с местными сортами современные культивары яч-

меня имеют многочисленные улучшенные свойства (Nevo, 1992; von Bothmer et al., 1992), например одно 

или несколько, но без ограничения, из следующих: 

(i) покрытые или голые зерна; 

(ii) покой семян; 

(iii) устойчивость к болезням; 

(iv) устойчивость к условиям окружающей среды (например, засухе или pH почвы); 

(v) соотношение лизина и других аминокислот; 

(vi) содержание белка; 

(vii) содержание азота; 

(viii) углеводный состав; 

(ix) содержание и состав гордеинов; 

(х) содержание (1-3,1-4)-β-глюкана и арабиноксилана; 

(xi) урожай; 

(xii) неподвижность соломы; 

(xiii) высота растения. 

В данном изобретении термин "растение ячменя" включает любое растение ячменя. Таким образом, 

это изобретение относится к любому растению ячменя, содержащему первую мутацию, приводящую к 

полной потере функции активности LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере функции 

активности LOX-2. Таким образом, это изобретение относится к любому растению ячменя, содержащему 

первую мутацию, которая приводит к полной потере функционального фермента LOX-1, и вторую мута-

цию, приводящую к полной потере функционального фермента LOX-2. 

Однако предпочтительными растениями ячменя для применения с данным изобретением являются 

современные культивары или чистые линии ячменя. Культивар ячменя, который должен быть использо-



028532 

- 11 - 

ван с данным изобретением, может, например, быть выбран из группы, состоящей из Sebastian, Celeste, 

Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Harrington, Klages, Manley, Schooner, Stirling, Clipper, Franklin, Alexis,  

Blenheim, Ariel, Lenka, Maresi, Steffi, Gimpel, Cheri, Krona, Camargue, Chariot, Derkado, Prisma, Union,  

Beka, Kym, Asahi 5, KOU A, Swan Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata № 2, Kirin - choku № 1, Kanto late  

Variety Gold, Fuji Nijo, New Golden, Satukio Nijo, Seijo № 17, Akagi Nijo, Azuma Golden, Amagi Nijpo,  

Nishino Gold, Misato golden, Haruna Nijo, Scarlett и Jersey, предпочтительно из группы, состоящей из  

Haruna Nijo, Sebastian, Celeste, Lux, Prestige, Saloon, Neruda и Power, предпочтительно из группы, со-

стоящей из Harrington, Klages, Manley, Schooner, Stirling, Clipper, Franklin, Alexis, Blenheim, Ariel, Lenka, 

Maresi, Steffi, Gimpel, Cheri, Krona, Camargue, Chariot, Derkado, Prisma, Union, Beka, Kym, Asahi 5, KOU 

A, Swan Hals, Kanto Nakate Gold, Hakata № 2, Kirin - choku № 1, Kanto late Variety Gold, Fuji Nijo, New 

Golden, Satukio Nijo, Seijo № 17, Akagi Nijo, Azuma Golden, Amagi Nijpo, Nishino Gold, Misato golden,  

Haruna Nijo, Scarlett и Jersey, предпочтительно из группы, состоящей из Haruna Nijo, Sebastian, Tangent, 

Lux, Prestige, Saloon, Neruda, Power, Quench, NFC Tipple, Barke, Class и Vintage. 

В одном варианте осуществления этого изобретения растение ячменя является, соответственно, со-

временным культиваром ячменя (предпочтительно культиваром, выбранным из группы культиваров яч-

меня, описанных здесь выше), содержащим первую мутацию, приводящую к полной потере функции 

активности LOX-1, такой как полная потеря функционального фермента LOX-1, и вторую мутацию, при-

водящую к полной потере функции активности LOX-2, такой как полная потеря функционального фер-

мента LOX-2. В этом варианте осуществления предпочтительно, чтобы это растение ячменя не было ме-

стным сортом ячменя. 

Это растение ячменя может быть в любой подходящей форме. Например, растение ячменя в соот-

ветствии с этим изобретением может быть жизнеспособным растением ячменя, высушенным растением, 

гомогенизированным растением или размолотым зерном ячменя. Это растение может быть зрелым рас-

тением, зародышем, проросшим зерном, осоложенным зерном, размолотым осоложенным зерном или 

т.п. 

Части растений ячменя могут быть любой подходящей частью этого растения, такой как зерна, за-

родыши, листья, стебли, корни, цветки или их фракции. Фракция может быть, например, сегментом зер-

на, зародыша, листа, стебля, корня или цветка. Части растений ячменя могут быть также фракцией гомо-

гената или фракцией размолотого растения или зерна ячменя. 

В одном варианте осуществления этого изобретения части растений ячменя могут быть клетками 

указанного растения ячменя, предпочтительно жизнеспособными клетками, которые могут быть раз-

множены in vitro в культурах ткани. В частности, указанными клетками в одном варианте могут быть 

клетки, которые не способны созревать в целое растение ячменя, т.е. клетки, которые не являются репро-

дуктивным материалом. 

Потеря функции активности LOX. 

Данное изобретение относится к растениям ячменя, или их части, или их продуктам из растений, 

имеющим первую и вторую мутацию, причем эта первая мутация приводит к полной потере функции 

активности LOX-1, а эта вторая мутация приводит к полной потере функции активности LOX-2. Так, 

например, первая мутация приводит к полной потере функционального фермента LOX-1, а вторая мута-

ция приводит к полной потере функционального фермента LOX-2. 

Полная потеря функции активности LOX-1 (такая как полная потеря функционального фермента 

LOX-1), и полная потеря функции активности LOX-2 (такая как полная потеря функционального фер-

мента LOX-2), могут независимо быть основаны на различных механизмах. Например, полная потеря 

функции одной или обеих из активности LOX-1 и активности LOX-2 может быть вызвана дисфункцией 

белков в растении ячменя, т.е. дисфункцией белка LOX-1 и/или LOX-2, например мутированного белка 

LOX-1 без детектируемой 9-HPODE-образующей активности (например, определяемой, как описано в 

примере 4) и/или мутированного белка LOX-2 без детектируемой 13-HPODE-образующей активности 

(например, определяемой, как описано в примере 4). 

Полная потеря функции одной или обеих из активности LOX-1 и активности LOX-2 может быть 

вызвана потерей белка LOX-1 и/или LOX-2. Очевидно, что потеря белка LOX-1 будет приводить к поте-

ре функционального фермента LOX-1 и что потеря белка LOX-2 будет приводить к полной потере функ-

ционального фермента LOX-2. Таким образом, это растение ячменя может предпочтительно не содер-

жать белка LOX-1 и/или LOX-2 или содержать только очень мало, более предпочтительно не содержать 

детектируемого белка LOX-1 и/или LOX-2. Белок LOX-1 и/или LOX-2 может быть детектирован любым 

известным подходящим способом, известным квалифицированному в данной области специалисту. Од-

нако предпочтительно этот белок (эти белки) детектируют способами, в которых белок LOX-1 детекти-

руют специфическими антителами к LOX-1 и LOX-2, такими как поликлональные антитела к LOX-1 и 

LOX-2. Указанные способы могут быть, например, Вестерн-блоттингом или ELISA. Указанные антитела 

могут быть моноклональными или поликлональными. Однако предпочтительно указанные антитела 

имеют поликлональную природу, узнавая несколько различных эпитопов в белке LOX-1 и LOX-2 соот-

ветственно. Белок LOX-1 и/или LOX-2 может быть также детектирован опосредованно, например, спо-

собами, определяющими активность LOX-1, или способами, определяющими активность LOX-2. В од-
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ном предпочтительном варианте осуществления этого изобретения белок LOX-1 детектируют с исполь-

зованием способов, описанных в общих чертах в примере 4 международной заявки на патент  

WO 2005/087934. Белок LOX-2 может быть детектирован сходным образом с использованием антител, 

связывающихся с LOX-2. 

Полная потеря функции одной или обеих из активности LOX-1 и активности LOX-2 может быть 

также результатом отсутствия экспрессии или очень низкой экспрессии, предпочтительно отсутствием 

экспрессии транскрипта LOX-1 и/или транскрипта LOX-2. Квалифицированному специалисту будет по-

нятно, что отсутствие транскрипта LOX-1 или LOX-2 также будет приводить к отсутствию транслиро-

ванного белка LOX-1 или LOX-2 соответственно. Альтернативно, полная потеря функции одной или 

обеих из активности LOX-1 и активности LOX-2 (например, общая потеря функциональных ферментов 

LOX-1 и LOX-2) может быть также результатом экспрессии аберрантного транскрипта LOX-1 и/или 

аберрантного транскрипта LOX-2. Аберрантный транскрипт LOX-1 и/или LOX-2 может быть вызван 

аберрантным сплайсингом этого транскрипта, например, вследствие мутации в сайте сплайсинга. Таким 

образом, растения ячменя этого изобретения могут нести мутацию в сайте сплайсинга, таком как 5'-сайт 

сплайсинга или 3'-сайт сплайсинга, например, в одном или двух наиболее 5'(левых)-нуклеотидах интрона 

или в одном или двух наиболее 3'(правых)-нуклеотидах интрона. Один пример мутанта с аберрантным 

сплайсингом транскрипта LOX-1 описан как мутант А618 в WO 2005/087934. Экспрессия транскриптов, 

кодирующих LOX-1 или LOX-2, может быть, например, детектирована Нозерн-блоттингом или ОТ-ПЦР-

экспериментами. 

Полная потеря функциональных ферментов LOX-1 и LOX-2 растений ячменя данного изобретения 

обусловлена мутациями. Таким образом, растения ячменя данного изобретения обычно несут мутацию в 

гене LOX-1. Указанная мутация может находиться в регуляторных областях, например в промоторе или 

интронах, или указанная мутация может находиться в кодирующей области. Подобным образом, расте-

ния ячменя данного изобретения обычно несут мутацию в гене LOX-2. Указанная мутация может нахо-

диться в регуляторных областях, например в промоторе или интронах, или указанная мутация может 

находиться в кодирующей области. Таким образом, причина полной потери функциональных ферментов 

LOX-1 и/или LOX-2 может быть также детектирована идентификацией мутаций в гене, кодирующем 

LOX-1, или в гене, кодирующем LOX-2. Мутации в гене, кодирующем LOX-1, могут быть, например, 

детектированы секвенированием указанного гена. Предпочтительно после идентификации мутации пол-

ную потерю функции подтверждают тестированием на активности LOX-1 и/или LOX-2. 

Термин "белок LOX-1" охватывает полноразмерный белок LOX-1 ячменя, представленный в  

SEQ ID NO: 3 WO 2005/087934 или в SEQ ID NO: 7 WO 2005/087934, или его функциональный гомолог. 

Активный центр LOX-1 расположен в C-концевой части этого фермента. В частности, ожидается, что 

составляющие эту область аминокислотные остатки 520-862 или их части являются релевантными в от-

ношении активности LOX-1. Таким образом, в одном варианте осуществления null-LOX-ячмень пред-

почтительно содержит ген, который кодирует мутированную форму LOX-1, лишенную нескольких или 

всех из аминокислот 520-862 LOX-1. Указанный мутированный LOX-1 может быть также лишен других 

аминокислотных остатков, которые присутствуют в LOX-1 дикого типа. 

Соответственно, ячмень с двумя null-LOX-мутациями этого изобретения может содержать укоро-

ченную форму LOX-1, которая является нефункциональной, например, укороченную на N- или C-конце 

форму. Предпочтительно указанная укороченная форма содержит не более 800, более предпочтительно 

не более 750, даже более предпочтительно не более 700, еще более предпочтительно не более 690, даже 

более предпочтительно не более 680, еще более предпочтительно не более 670 последовательных амино-

кислот LOX-1, например не более 665, например не более 650, например не более 600, например не более 

550, например не более 500, например не более 450, например не более 425, например не более 399 по-

следовательных аминокислот LOX-1 SEQ ID NO: 3 WO 2005/087934. Предпочтительно указанная укоро-

ченная форма содержит только N-концевой фрагмент LOX-1, предпочтительно самое большее 800, более 

предпочтительно самое большее 750, даже более предпочтительно самое большее 700, еще более пред-

почтительно самое большее 690, даже более предпочтительно самое большее 680, еще более предпочти-

тельно самое большее 670, даже более предпочтительно самое большее 665 N-концевых аминокислот 

SEQ ID NO: 3 WO 2005/087934, например не более 665, например не более 650, например не более 600, 

например самое большее 550, например самое большее 500, например самое большее 450, например са-

мое большее 425, например самое большее 399 N-концевых аминокислот SEQ ID NO: 3 WO 2005/087934. 

В одном очень предпочтительном варианте осуществления эта укороченная форма может состоять 

из аминокислот 1-665 SEQ ID NO: 3 WO 2005/087934. 

В одном предпочтительном варианте осуществления этого изобретения растение ячменя этого изо-

бретения содержит LOX-1-кодирующий ген, который транскрибируется в мРНК, которая содержит нон-

сенс-кодон или стоп-кодон выше по ходу транскрипции (слева) от стоп-кодона мРНК LOX-1 дикого ти-

па. Такой нонсенс-кодон называют здесь преждевременным нонсенс-кодоном. Предпочтительно все 

LOX-1-кодирующие гены, транскрибируемые в мРНК указанного растения, содержат преждевременный 

нонсенс-кодон или стоп-кодон. Этот нонсенс-кодон или стоп-кодон расположен предпочтительно самое 

большее при 800, более предпочтительно самое большее при 750, даже более предпочтительно самое 
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большее при 700, еще более предпочтительно самое большее при 690, даже более предпочтительно самое 

большее при 680, еще более предпочтительно самое большее при 670, даже более предпочтительно самое 

большее при 665 кодонах ниже по ходу транскрипции (справа) от стартового кодона. Эта последователь-

ность геномной ДНК дикого типа, кодирующая LOX-1, представлена в SEQ ID NO: 1 WO 2005/087934 

или SEQ ID NO: 5 WO 2005/087934. 

В одном предпочтительном варианте осуществления растение ячменя этого изобретения содержит 

ген, кодирующий LOX-1, где пре-мРНК, транскрибируемая из указанного гена, содержит последователь-

ность, соответствующую SEQ ID NO: 2 WO 2005/087934. 

В одном очень предпочтительном варианте осуществления ген, кодирующий мутантный LOX-1 

растения ячменя с двумя null-LOX-мутациями этого изобретения, содержит нонсенс-мутацию, причем 

указанная мутация соответствует замене G→A в положении 3574 SEQ ID NO: 1 WO 2005/087934. 

Термин "белок LOX-2" охватывает полноразмерный белок LOX-2 ячменя, представленный в  

SEQ ID NO: 5 данной публикации, или его функциональный гомолог. Активный центр LOX-2 располо-

жен в С-концевой части LOX-2. В частности, ожидается, что составляющие эту область аминокислотные 

остатки 515-717, или их части, являются релевантными в отношении активности LOX-2. На основании 

исследования кристаллической структуры LOX-1 сои, ожидаемые участки последовательности щели ак-

тивного центра фермента LOX-2 ячменя представлены аминокислотными остатками 515-525 и 707'-717. 

Транслированный мутированный белок LOX-2, т.е. укороченная на С-конце форма LOX-2 двойного null-

LOX-мутанта ячменя А689, содержит максимально 684 остатка и, следовательно, будет лишена участка 

второй последовательности щели активного центра, делая его неактивным. Согласно одному варианту 

осуществления этого изобретения ячмень с двойной null-LOX-мутацией этого изобретения предпочти-

тельно содержит ген, кодирующий мутантную форму LOX-2, которая лишена нескольких или всех из 

аминокислот 515-717 LOX-2, предпочтительно лишена нескольких или всех аминокислот 707-717, даже 

более предпочтительно лишена всех аминокислот 707-717. Указанный мутантный LOX-2 может быть 

также лишен других аминокислотных остатков, которые присутствуют в LOX-2 дикого типа. 

Таким образом, ячмень с двойной null-LOX-мутацией может содержать укороченную форму LOX-

2, которая является нефункциональной, такую как укороченная на N-конце или на C-конце форма. Пред-

почтительно указанная укороченная форма содержит не более 800, более предпочтительно не более 750, 

даже более предпочтительно не более 725, еще более предпочтительно не более 700, даже более пред-

почтительно не более 690, еще более предпочтительно не более 684 последовательных аминокислот 

LOX-2 SEQ ID NO: 5 данной публикации. Предпочтительно указанная укороченная форма содержит 

только N-концевой фрагмент LOX-2. Таким образом, предпочтительно указанная укороченная форма 

содержит самое большее 800, более предпочтительно самое большее 750, даже более предпочтительно 

самое большее 725, еще более предпочтительно самое большее 700, даже более предпочтительно самое 

большее 690, еще более предпочтительно самое большее 684 N-концевых аминокислот SEQ ID NO: 5 

данной публикации. 

В одном очень предпочтительном варианте осуществления эта укороченная форма может состоять 

из аминокислот 1-684 SEQ ID NO: 5 данной публикации. 

В одном предпочтительном варианте осуществления этого изобретения растение ячменя этого изо-

бретения содержит ген, транскрибируемый в мРНК LOX-2, где указанная мРНК содержит нонсенс-кодон 

или стоп-кодон выше по ходу транскрипции (слева) от стоп-кодона мРНК LOX-2 дикого типа. Такой 

нонсенс-кодон называют здесь преждевременным нонсенс-кодоном. 

Предпочтительно все LOX-2-кодирующие гены указанного растения, транскрибируемые в мРНК 

указанного растения, содержат преждевременный нонсенс-кодон или стоп-кодон. Этот нонсенс-кодон 

или стоп-кодон расположен предпочтительно самое большее при 800, более предпочтительно самое 

большее при 750, даже более предпочтительно самое большее при 725, еще более предпочтительно самое 

большее при 700, даже более предпочтительно самое большее при 690, еще более предпочтительно самое 

большее при 684 кодонах ниже по ходу транскрипции (справа) от стартового кодона. Эта последователь-

ность геномной ДНК дикого типа, кодирующая LOX-2, представлена в SEQ ID NO: 1 данной публика-

ции. 

В одном очень предпочтительном варианте осуществления этого изобретения ген, кодирующий му-

тированный LOX-2 растения ячменя с двумя null-LOX-мутациями, содержит нонсенс-мутацию, причем 

указанная мутация соответствует замене G→A в положении 2689 SEQ ID NO: 1. 

Растение ячменя в соответствии с этим изобретением может быть получено любым подходящим 

способом, известным квалифицированному специалисту, предпочтительно одним из способов, описан-

ным в общих чертах здесь ниже в разделе "Получение ячменя с двойной null-LOX-мутацией". 

В одном варианте осуществления этого изобретения предпочтительно, чтобы растение ячменя с 

двойной null-LOX-мутацией согласно данному изобретению имело физиологию роста растения и разви-

тие семян, сходные с физиологией роста и развитием семян ячменя дикого типа. Таким образом, пред-

почтительно, чтобы растение ячменя с null-LOX-мутацией было сходным с ячменем дикого типа в отно-

шении высоты растений, количества побегов на одно растение, начала цветения и/или количества семян 
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на колос. 

Предпочтительно также, чтобы растение ячменя с двойной null-LOX-мутацией было сходным с яч-

менем дикого типа, в частности сходным с культиваром Barke в отношении высоты растения, даты ко-

лошения, устойчивости к болезням, полегания, раскрытия колосьев, времени созревания и урожая. В 

данном контексте термин "сходные" должен пониматься как те же самые ±10% в случае чисел. Эти па-

раметры могут быть определены, как описано здесь далее в примере 5. 

В одном очень предпочтительном варианте осуществления этого изобретения растением ячменя яв-

ляется растение ячменя, семена которого были депонированы 4 декабря 2008 года под названием "Barley, 

Hordeum vulgare L.; Line A689" American Type Culture Collection (ATCC), Patent Depository, 10801 Univer-

sity Blvd., Manassas, VA 20110, United States (номер депозита PTA-9640). Таким образом, растение ячме-

ня данного изобретения может быть линией А689 (ATCC Patent Deposit Designation: PTA-9640) или лю-

бым растением ячменя, являющимся потомком этой линии. 

Получение мутантов ячменя. 

Растение ячменя в соответствии с этим изобретением может быть получено любым подходящим 

способом, известным лицу с квалификацией в данной области. Предпочтительно растения ячменя этого 

изобретения получают способом, предусматривающим стадии мутагенизации растений ячменя или их 

частей, например, зерен ячменя, характеризующихся полной потерей функции активности LOX-1, такой 

как полная потеря функционального фермента LOX-1, и полной потерей функции активности LOX-2, 

такой как полная потеря функционального фермента LOX-2. В одном предпочтительном варианте осу-

ществления растение ячменя может быть получено способом, предусматривающим мутагенизацию рас-

тения ячменя или его частей, например, зерен ячменя, где указанные растения ячменя несут мутацию, 

вызывающую полную потерю функционального фермента LOX-1. Такие растения ячменя описаны, на-

пример, в международной заявке на патент WO 2005/087934. 

В одном представляющем интерес аспекте данное изобретение относится к новому и очень эффек-

тивному способу скрининга, который позволяет выполнять идентификацию растения ячменя, несущего 

мутацию, которая вызывает полную потерю активности LOX-2. Этот новый воспроизводимый способ 

скрининга делает возможной идентификацию растений ячменя с отсутствием активности LOX-2 или с 

очень низкой активностью LOX-2. Этот новый способ скрининга предусматривает применение пророс-

ших зародышей в качестве исходного материала. Интересно, что авторы этого изобретения обнаружили, 

что применение зрелых зародышей в качестве исходного материала для скрининга на активность LOX-2 

является менее предпочтительным, основанным на скрининге такого большого количества зрелых заро-

дышей, как 21000, которые не обнаруживали null-LOX-2-мутанта ячменя (ячменя с одной мутацией). 

Таким образом, одним важным признаком этого нового способа скрининга является использование 

проросших зародышей в качестве исходного материала для детектирования активности LOX-2. 

Таким образом, одной целью данного изобретения является обеспечение способов получения рас-

тений ячменя с двойной null-LOX-мутацией, предусматривающих следующих стадий: 

(i) обеспечение растения ячменя или его частей с полной потерей функции активности LOX-1, на-

пример полной потерей функционального фермента LOX-1; и 

(ii) мутагенизация указанного растения ячменя, и/или клеток ячменя, и/или ткани ячменя, и/или зе-

рен ячменя, и/или зародышей ячменя из указанного растения ячменя с получением посредством этого 

генерации М0 ячменя; и 

(iii) размножение указанных растений, зерен и/или зародышей ячменя в течение по меньшей мере 2 

генераций с получением посредством этого генерации Mx растений ячменя, где x является целым числом 

≥2; и 

(iv) получение зародышей из растений ячменя Мх; и 

(v) проращивание указанных зародышей; и 

(vi) определение активностей LOX-1 и LOX-2 в указанных проросших зародышах, или их частях; и 

(vii) отбор растений с полной потерей активности LOX-1 и активности LOX-2 в этих проросших за-

родышах; и 

(viii) анализ на мутацию в гене LOX-1 и гене LOX-2; и 

(ix) отбор растений, несущих мутацию в гене LOX-1 и гене LOX-2, 

с получением посредством этого растения ячменя, несущего мутации в генах LOX-1 и LOX-2, вы-

зывающие полную потерю активности LOX-1 и полную потерю активности LOX-2. 

Вышеуказанным растением ячменя с полной потерей активности LOX-1 может быть, например, 

любое из растений ячменя с полной потерей активности LOX-1, описанных в WO 2005/087934, предпоч-

тительно мутант D112 или потомство растений этого мутанта. 

Стадия (ii) в вышеуказанном перечне может включать в себя мутагенизацию живого материала, вы-

бранного из группы, состоящей из растений ячменя, клеток ячменя, ткани ячменя, зерен ячменя и заро-

дышей ячменя, предпочтительно выбранного из группы, состоящей из растения ячменя, зерен ячменя и 

зародышей ячменя, более предпочтительно зерен ячменя. 
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Мутагенез может выполняться любым подходящим способом. В одном варианте осуществления 

мутагенез выполняют инкубированием растения ячменя или его части, например, зерен ячменя или от-

дельных клеток из ячменя, с мутагенизирующим агентом. Указанный агент известен квалифицирован-

ному в данной области специалисту, включающий, например, но не только, азид натрия (NaN3), этилме-

тансульфонат (EMS), азидоглицерин (AG, 3-азидо-1,2-пропандиол), метилнитрозомочевину (MNU) и 

малеиновый гидразид (МН). 

В другом варианте осуществления мутагенез выполняют облучением, например УФ, растения яч-

меня или его части, такой как зерно. В предпочтительных вариантах осуществления этого изобретения 

мутагенез выполняют в соответствии с любым из способов, описанных в общих чертах здесь ниже в раз-

деле "Химический мутагенез". Неограничивающий пример протокола подходящего мутагенеза пред-

ставлен в примере 2. 

Предпочтительно мутагенез выполняют таким образом, что ожидаемая частота встречаемости же-

лаемых мутантов равна по меньшей мере 0,5, например 0,5-5, например 0,9-2,3 на 10000 зерен, при скри-

нинге ячменя генерации М3. В предпочтительном варианте осуществления мутагенез выполняют на зер-

нах ячменя. Эти зерна, подвергнутые действию мутагена, называют генерацией М0 (см. также фиг. 1). 

Активность LOX может быть определена в пробе из прорастающего зародыша ячменя, предпочти-

тельно в жидком экстракте из прорастающего зародыша ячменя. Указанная проба, такая как указанный 

экстракт, может быть приготовлена из любой подходящей части указанного прорастающего зародыша. 

Обычно проба ячменя должна быть гомогенизирована с использованием любого подходящего способа 

перед приготовлением экстракта указанной пробы и определением активности LOX-2. В частности, го-

товят экстракт белка из прорастающего зародыша или его части и определяют активность LOX с исполь-

зованием указанного экстракта белка. Гомогенизация может, например, выполняться с использованием 

механических сил, например, встряхиванием или перемешиванием, например, встряхиванием в присут-

ствии бусин, таких как стеклянные бусины или бусины из стекольного песка. 

В одном предпочтительном варианте осуществления прорастающий зародыш является генерацией 

Мх, где x является целым числом ≥2; предпочтительно x является целым числом в диапазоне 2-10, более 

предпочтительно в диапазоне 3-8. В одном очень предпочтительном варианте осуществления активность 

LOX определяют в прорастающих зародышах генерации М3 или пробе, полученной из таких зародышей. 

В этом варианте осуществления предпочтительно зерна мутагенизированного ячменя генерации М0 вы-

ращивают для получения растений ячменя, которые скрещивают для получения зерен генерации M1. Эту 

процедуру повторяют, пока зерна генерации М3 являются доступными (см. также фиг. 1). 

Определение активности LOX может проводиться с использованием любого подходящего анализа, 

предпочтительно одним из способов, описанных в общих чертах здесь далее. В частности, этот анализ 

предпочтительно обеспечивает данные по диоксигенированию линолевой кислоты в 9-HPODE и 13-

HPODE ферментами LOX-1 и LOX-2. Таким образом, обычно анализ будет включать следующие стадии: 

(i) обеспечение экстракта белка, приготовленного из прорастающего зародыша ячменя или его час-

ти; и 

(ii) обеспечение линолевой кислоты; и 

(iii) инкубирование указанного экстракта белка с указанной линолевой кислотой; и 

(iv) детектирование диоксигенирования линолевой кислоты в 9-HPODE и 13-HPODE. 

Стадия (iv) этого способа предпочтительно предусматривает определение уровня 9-HPODE и  

13-HPODE в указанных прорастающих зародышах, предпочтительно в экстракте белка из указанных 

прорастающих зародышей. Эта стадия может предусматривать прямое или непрямое определение уров-

ней 9-HPODE и 13-HPODE. Может быть определен общий уровень всех HPODE, в этом случае предпоч-

тительно выполняют специфические измерения 9-HPODE и 13-HPODE для подтверждения. Одним спо-

собом мог бы быть, например, способ, в котором экстракты белка из прорастающих зародышей инкуби-

руют с линолевой кислотой в качестве субстрата для образования 9-HPODE и 13-HPODE. Затем указан-

ные HPODE могут быть детектированы различными способами. Один способ может предусматривать 

генерирование детектируемого соединения, такого как краситель. Например, этот способ может быть 

окислительным связыванием 3-диметиламинобензойной кислоты и 3-метил-2-бензотиазолинонгидразона 

в присутствии гемоглобина, катализируемым образуемыми HPODE, с образованием красителя индамина, 

который может быть измерен при A595 с использованием спектрофотометра. Один пример такого способа 

описан в примерах 1 и 2 далее здесь. С использованием этого анализа считывание абсорбции, меньшее 

0,2 A595-единиц, считается показателем отсутствия активностей LOX-1 и LOX-2. Однако более точным 

способом для определения активностей LOX-1 и LOX-2 является инкубирование экстракта белка из про-

растающих зародышей с линолевой кислотой с последующим определением содержаний 9-HPODE и 13-

HPODE. Содержания 9-HPODE и 13-HPODE могут быть определены, например, с использованием ана-

лиза на основе ВЭЖХ. 

Диоксигенирование линолевой кислоты с образованием 9-HPODE и 13-HPODE может измеряться 

прямо или опосредованно. С данным изобретением может быть использован любой подходящий способ 

детектирования. В одном варианте осуществления этого изобретения детектируют гидропероксиды ли-

нолевой кислоты. 9-HPODE и 13-HPODE могут быть детектированы непосредственно, например, хрома-
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тографическими способами, такими как ВЭЖХ, как описано в примере 4. 

Данное изобретение раскрывает, что некоторые аспекты процедуры для экстракции белка из про-

растающих зародышей имеют большое значение. Так, белок предпочтительно экстрагируют с использо-

ванием кислотного буфера, предпочтительно буфера с pH в диапазоне 2-6, более предпочтительно в диа-

пазоне 3-5, даже более предпочтительно в диапазоне 3,5-5, еще более предпочтительно в диапазоне 4-5, 

даже более предпочтительно pH 4,5. Буфер, используемый для экстракции, предпочтительно готовят на 

основе органической кислоты, более предпочтительно он является буфером на основе молочной кисло-

ты. Наиболее предпочтительно этот экстракт белка готовят с использованием содержащего 100 мМ мо-

лочную кислоту буфера. 

Некоторые варианты данного изобретения описывают способы для детектирования null-LOX-1- и 

null-LOX2-растений, которые предусматривают реакцию 9-HPODE и 13-HPODE с красителем, например 

3-метил-2-бензотиазолинонгидразоном. Предпочтительно указанный краситель, например  

3-метилбензотиазолинонгидразон, добавляют к экстракту белка после добавления линолевой кислоты. 

Предпочтительно этот краситель добавляют в течение по меньшей мере 1 мин, более предпочтительно 

по меньшей мере 5 мин, даже более предпочтительно в течение 10 мин, например диапазоне 1-60 мин, 

например в диапазоне 5-30 мин, например в диапазоне 10-20 мин, после контактирования этого экстракта 

белка с линолевой кислотой. 

Предпочтительные способы для отбора растений ячменя в соответствии с этим изобретением под-

робно описаны здесь далее в примере 2. 

Процедура отбора может быть приспособлена для процедур анализа на основе микротитрационных 

планшетов или других известных повторяющихся высокопроизводительных форматов анализов для по-

зволения быстрого скрининга многочисленных проб. Предпочтительно по меньшей мере 5000, например 

по меньшей мере 7500, например по меньшей мере 10000, например по меньшей мере 15000, например 

по меньшей мере 20000, например по меньшей мере 25000, мутагенизированных растений ячменя анали-

зируют на активности LOX-1 и LOX-2. 

Определение мутации в гене, кодирующем LOX-1, может выполняться несколькими различными 

способами. Например, ген LOX-1 может быть секвенирован полностью или частично, и эта последова-

тельность может сравниваться с SEQ ID NO: 1 WO 2005/087934 или SEQ ID NO: 5 WO 2005/087934. При 

поиске на специфическую мутацию может быть применен SNP-анализ. Квалифицированный специалист 

сможет сконструировать применимые праймеры для детектирования конкретной специфической мута-

ции, такой как мутация, приводящая к преждевременному стоп-кодону в кодирующей последовательно-

сти для LOX-1 (например, любому из преждевременных стоп-кодонов, описанных здесь выше). Один 

пример того, как можно выполнять SNP-анализ, описан в примере 10 здесь ниже, с праймерами, которые 

применимы для детектирования мутации G→A в положении нуклеотида 3474 гена LOX-1. 

Определение мутации в гене, кодирующем LOX-2, может выполняться несколькими различными 

способами. Например, ген LOX-2 может быть секвенирован полностью или частично, и эта последова-

тельность может сравниваться с SEQ ID NO: 1 данной публикации. При поиске на специфическую мута-

цию может быть применен SNP-анализ. Квалифицированный специалист сможет сконструировать при-

менимые праймеры для детектирования конкретной специфической мутации, такой как мутация, приво-

дящая к преждевременному стоп-кодону в LOX-2-кодирующей последовательности (например, любому 

из преждевременных стоп-кодонов, описанных здесь выше). Один пример того, как можно выполнять 

SNP-анализ, описан в примере 10 здесь ниже, с праймерами, которые применимы для детектирования 

мутации G→A в положении нуклеотида 2689 гена LOX-2. 

В данное изобретение включено также то, что стадии (viii) и (ix) способа получения растения ячме-

ня с двойной null-LOX-мутацией, как подробно описано в этом разделе выше, могут выполняться перед 

стадиями (vi) и (vii), и в этом случае этот способ будет содержать стадии (i), (ii), (iii), (iv), (v), (viii), (ix), 

(vi) и (vii) в этом порядке. В частности, это могло бы иметь место при поиске на специфическую мута-

цию, например, в растениях-потомках уже идентифицированных растений ячменя с двойной null-LOX-

мутацией. 

После идентификации растения ячменя с двойной null-LOX-мутацией, которое содержит конкрет-

ную мутацию в гене LOX-1 и конкретную мутацию в гене LOX-2 (такую как любая из вышеуказанных 

мутаций), дополнительные растения ячменя с идентичными мутациями могут быть генерированы обще-

принятыми способами размножения, такими как способы, хорошо известные квалифицированному в 

данной области специалисту. Например, указанное растение ячменя с двойной null-LOX-мутацией может 

быть обратно скрещено с другим культиваром ячменя. 

После отбора применимых растений ячменя с общей потерей функций LOX-1 и LOX-2 могут вы-

полняться необязательно один или несколько дополнительных скринингов. Например, отобранные му-

танты могут быть дополнительно размножены, и растения новых генераций могут быть тестированы на 

полную потерю функциональных ферментов LOX-1 и LOX-2. 

После отбора применимых растений ячменя они могут быть подвергнуты размножению, например, 

общепринятому размножению. Способы размножения описаны здесь ниже в разделе "Размножение рас-
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тений". 

Продукты из растений. 

Данное изобретение относится к напиткам или другим продуктам из растений с низкими уровнями 

потенциала T2N, полученным из растений ячменя с двойной null-LOX-мутацией или их частей. 

Таким образом, данное изобретение относится к продуктам растительного происхождения (продук-

там из растений), которые могут быть композициями, содержащими вышеописанные растения ячменя, 

или их части, или композициям, полученным из указанных растений ячменя, или их частей, таким как 

продукты растений, полученные из указанных растений ячменя, или их частей. Поскольку указанные 

растения ячменя лишены активностей LOX-1 и LOX-2, эти композиции обычно содержат очень низкие 

уровни потенциала T2N. Примеры применимых композиций, содержащих растения ячменя или приго-

товленные из растений ячменя, имеющих первую мутацию, приводящую к полной потере функции ак-

тивности LOX-1, такой как полная потеря функционального фермента LOX-1, и вторую мутацию, при-

водящую к полной потере функции активности LOX-2, такой как полная потеря функционального фер-

мента LOX-2, описаны здесь ниже. 

Указанные композиции предпочтительно содержат: 

(i) менее 60%, даже более предпочтительно менее 50%, еще более предпочтительно менее 40%, на-

пример менее 30%, предпочтительно менее 20%, более предпочтительно менее 10% свободного T2N; 

и/или 

(ii) менее 60%, даже более предпочтительно менее 50%, еще более предпочтительно менее 40%, на-

пример менее 30%, предпочтительно менее 25% потенциала T2N, 

в сравнении со сходной композицией, приготовленной таким же образом из растений ячменя дикого ти-

па, предпочтительно из культивара Power. 

Конкретное уменьшение T2N может различаться в зависимости от типа этой композиции. Выше-

упомянутые уменьшения T2N являются особенно релевантными для композиций, когда эта композиция 

выбрана из группы, состоящей из солода, сусла и выдержанных напитков. 

Кроме того, указанные композиции предпочтительно содержат: 

(i) менее 80%, предпочтительно менее 70%, даже более предпочтительно менее 60%, например ме-

нее 50% свободного T2N; и/или 

(ii) менее 80%, предпочтительно менее 70%, даже более предпочтительно менее 60%, например ме-

нее 50% потенциала T2N, 

в сравнении со сходной композицией, приготовленной таким же образом из мутанта ячменя D112, опи-

санного в WO 2005/087934. 

Данное изобретение относится в одном аспекте к зернам ячменя, имеющим первую мутацию, кото-

рая приводит к полной потере функции активности LOX-1 (например, полной потере функционального 

фермента LOX-1), и вторую мутацию, приводящую к полной потере функции активности LOX-2 (напри-

мер, полной потере функционального фермента LOX-2). Данное изобретение относится также к компо-

зициям, содержащим указанные зерна, и композициям, приготовленным из указанных зерен, а также 

продуктам растительного происхождения, приготовленным из таких зерен. 

Было описано, что активность липоксигеназ в зернах ячменя может быть уменьшена процессом 

вымачивания, в котором ячмень может быть подвергнут высоким температурам и/или обработке молоч-

ной кислотой. Такая обработка может иметь другие побочные эффекты, такие как уменьшение желаемых 

ферментативных активностей, например, активности фитазы. Кроме того, такая обработка уменьшает 

активность липоксигеназы только с момента, когда предпринимается тепловая обработка, и, следова-

тельно, она не влияет на предшествующее накапливание продуктов липоксигеназы. 

Таким образом, в одном варианте продукты растительного происхождения в соответствии с этим 

изобретением готовят с использованием способа, в котором зерна ячменя не подвергают вымачиванию 

при температуре по меньшей мере 70°C. Предпочтительно также эти продукты растительного происхож-

дения в соответствии с этим изобретением готовят с использованием способа, в котором зерна ячменя не 

подвергают вымачиванию при температуре по меньшей мере 57°C в присутствии молочной кислоты. 

В одном аспекте это изобретение относится к композициям солода, приготовленным из зерен с 

двойной null-LOX-мутацией посредством соложения. Под термином "соложение" следует понимать про-

ращивание замоченных зерен ячменя, происходящее при контролируемых условиях окружающей среды 

(например, как иллюстрировано на фиг. 3, стадии 2 и 3). 

Указанные композиции солода предпочтительно содержат менее 30%, более предпочтительно ме-

нее 20%, даже более предпочтительно менее 10% свободного T2N в сравнении с композицией солода, 

полученной таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Более 

предпочтительно указанные композиции солода содержат менее 60%, более предпочтительно менее 50% 

свободного T2N в сравнении с композицией солода, полученной таким же образом из null-LOX-1-

мутанта ячменя D112, описанного в WO 2005/087934. Кроме того, указанные композиции солода пред-

почтительно содержат менее 60%, предпочтительно менее 50%, более предпочтительно менее 40%, даже 

более предпочтительно менее 30%, более предпочтительно менее 20%, даже более предпочтительно ме-

нее 10% потенциала T2N в сравнении с композицией солода, полученной таким же образом из ячменя 
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дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Более предпочтительно указанные композиции со-

лода содержат менее 60%, более предпочтительно 50% потенциала T2N в сравнении с композицией, по-

лученной таким же образом из null-LOX-1 мутанта ячменя D112, описанного в WO 2005/087934. Соло-

жение является процессом контролируемого замачивания и проращивания, с последующей сушкой зерна 

ячменя, предпочтительно печной сушкой зерна ячменя. Перед сушкой замоченные и прорастающие зер-

на ячменя называют "зеленым солодом", который может также представлять продукт растительного про-

исхождения (продукт растения) в соответствии с данным изобретением. Эта последовательность собы-

тий является важной для синтеза многочисленных ферментов, которые вызывают модификацию зерна, 

процессы, которые главным образом деполимеризуют клеточные стенки мертвого эндосперма для моби-

лизации нутриентов зерна и активации других деполимераз. В следующем затем процессе сушки проду-

цируются вкус и цвет вследствие химических реакций побурения. Хотя первичным применением солода 

является применение для производства напитков, он может быть также использован в других промыш-

ленных процессах, например, в качестве источника ферментов в хлебопекарной промышленности или в 

качестве ароматизатора и красителя в пищевой промышленности, такого как солод или солодовая мука, 

или непосредственно в виде солодового сиропа и т.д. 

В одном аспекте данное изобретение относится к способам получения указанной композиции соло-

да. Эти способы предусматривают предпочтительно следующие стадии: 

(i) обеспечение зерен ячменя с двойной null-LOX-мутацией; 

(ii) замачивание указанных зерен; 

(iii) прорастание замоченных зерен при заранее заданных условиях; 

(iv) сушка указанных прорастающих зерен; 

с получением посредством этого композиции солода с полной потерей активности LOX-1 и активности 

LOX-2. 

Например, этот солод может быть получен любым из способов, описанных Briggs et al. (1981) и 

Hough et al. (1982). Однако с данным изобретением может быть использован любой другой подходящий 

способ получения солода, такой как способы получения солодов специального ассортимента, в том чис-

ле, но не только, способы обжаривания солода. Неограничивающие примеры описаны в примерах 6 и 8. 

Солод может быть дополнительно обработан, например, измельчением (помолом). Таким образом, 

продукт растительного происхождения в соответствии с этим изобретением может быть любым типом 

солода, таким как необработанный солод или измельченный солод или солодовая мука. Измельченный 

солод и его мука содержат химические компоненты солода и мертвых клеток, которые лишены способ-

ности повторного прорастания. 

В другом аспекте продукты растительного происхождения в соответствии с этим изобретением со-

держат сироп, такой как сироп ячменя или сироп солода ячменя или даже состоят из такого сиропа. Про-

дукт растительного происхождения может быть также экстрактом ячменя или солода. 

В другом аспекте это изобретение относится к типам продуктов растений, которые являются компо-

зициями сусла, приготовленными из композиций солода, произведенных из зерен с двойной null-LOX-

мутацией. Указанные солоды могут быть приготовлены только из зерен с двойной null-LOX-мутацией 

или из смесей, содержащих также другие зерна. Это изобретение относится также к композициям сусла, 

приготовленным с использованием ячменя с двойной null-LOX-мутацией или его частей, отдельно или в 

смеси с другими компонентами. 

Указанные композиции сусла предпочтительно содержат менее 30%, более предпочтительно менее 

20%, даже более предпочтительно менее 10% свободного T2N в сравнении с композицией сусла, приго-

товленной таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Более пред-

почтительно указанные композиции сусла содержат менее 60%, более предпочтительно менее 50% сво-

бодного T2N в сравнении с композицией сусла, приготовленной таким же образом из мутанта ячменя 

D112, описанного в WO 2005/087934. Кроме того, указанные композиции сусла предпочтительно содер-

жат менее 40%, более предпочтительно менее 30%, даже более предпочтительно менее 25% потенциала 

T2N в сравнении с композицией сусла, приготовленной таким же образом из ячменя дикого типа, пред-

почтительно из культивара Power. Более предпочтительно указанные композиции сусла содержат менее 

60%, более предпочтительно менее 50% потенциала T2N в сравнении с композицией сусла, приготов-

ленной таким же образом из мутанта ячменя D112, описанного в WO 2005/087934. 

Указанное сусло может быть первым, и/или вторым, и/или последующими суслами. Эта компози-

ция сусла может быть несброженным (сладким) суслом, прокипяченным суслом или их смесью. Эта 

композиция сусла может быть также ячменным суслом. Обычно композиция сусла имеет высокое со-

держание аминоазота и ферментируемых углеводов, причем последние являются в основном мальтозой. 

На фиг. 3 стадии 4-6 иллюстрируют обычный способ приготовления сусла из солода. Обычно сусло го-

товят объединением и инкубированием солода и воды, т.е. в процессе затирания. Во время затирания эта 

композиция солод/жидкость может быть дополнена дополнительными богатыми углеводами добавками, 

например, добавками (адъюнктами) из размолотого ячменя, размолотой кукурузы или размолотого риса. 

Неосоложенные зерновые добавки обычно содержат мало или не содержат активных ферментов, что де-

лает важным дополнение ферментами солода или экзогенными ферментами для обеспечения ферментов, 
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необходимых для превращения сахара. 

Обычно приготовление сусла начинается помолом солода, так чтобы вода могла иметь доступ к ча-

стицам зерен в фазе затирания. Указанное затирание является, по существу, продолжением процесса со-

ложения, с ферментативной деполимеризацией субстратов. Во время затирания измельченный солод ин-

кубируют с жидкой фракцией, такой как вода. Температуру инкубации обычно либо поддерживают по-

стоянной (изотермическое затирание), либо постепенно увеличивают. В любом случае растворимые ве-

щества, продуцируемые в соложении и затирании, высвобождаются в указанную жидкую фракцию. По-

следующее фильтрование производит разделение сусла и оставшихся твердых частиц, которые называют 

также "дробиной". Указанное сусло может также называться "первым суслом". После промывания дро-

бины и фильтрования может быть получено "второе сусло". Последующие сусла могут быть получены 

повторением этой процедуры. Неограничивающие примеры процедур, подходящих для приготовления 

сусла, описаны Briggs et al. (supra) и Hough et al. (supra). 

Было описано, что липоксигеназная активность может быть уменьшена тепловой обработкой этих 

ферментов. Было описано, что сусло может быть обработано нагреванием для уменьшения липоксиге-

назной активности и/или что затирание выполняют при высоких температурах. Однако, кроме уменьше-

ния липоксигеназной активности, тепловая обработка может иметь другие, вредные действия, такие как 

уменьшение других ферментативных активностей. Кроме того, тепловая обработка уменьшает липокси-

геназную активность только с момента, когда предпринимается тепловая обработка, и, следовательно, 

она не влияет на предшествующее накапливание липоксигеназных продуктов. 

Таким образом, в одном варианте осуществления сусло в соответствии с этим изобретением готовят 

с использованием способа, в котором начальная температура затирания не превышает 70°C, предпочти-

тельно не превышает 69°C, так, например, начальная температура затирания может находиться в диапа-

зоне 50-69°C, таком как диапазон 55-69°C, например в диапазоне 55-65°C. Предпочтительно сусло в со-

ответствии с этим изобретением не подвергают температурам 70° или более высоким температурам в 

течение более 25 мин, предпочтительно не более 20 мин, более предпочтительно не более 15 мин во вре-

мя затирания. Если температуры затирания являются слишком высокими, это будет влиять на фермента-

тивную активность в заторе и может уменьшать, или даже устранять, желаемые ферментативные актив-

ности, что будет приводить к измененному качеству этого сусла. 

Первое, второе и последующие сусла могут быть объединены и после этого подвергнуты кипяче-

нию. Это непрокипяченное сусло, либо чистое первое сусло, либо объединенное сусло, называют также 

"сладким суслом"; после кипячения оно может называться "прокипяченным суслом". Если это сусло 

должно использоваться в производстве пива, перед кипячением часто добавляют высушенные шишки 

хмеля. 

Композиция сусла может быть также приготовлена инкубированием растений ячменя с двойной 

null-LOX-мутацией или их частей, таких как неосоложенные зерна ячменя с двойной null-LOX-мутацией, 

в частности размолотые, неосоложенные зерна ячменя с двойной null-LOX-мутацией или их части, с од-

ним или несколькими подходящими ферментами, такими как композиции ферментов или композиции 

смесей ферментов, например, Cereflo, Ultraflo или Ondea Pro (Novozymes). Способ получения напитка из 

приготовленного таким образом сусла может также называться "варкой пива из ячменя", а его компози-

ция сусла может называться "ячменным суслом", или "сваренным из ячменя суслом". Композиция сусла 

может быть также приготовлена с использованием смеси солода и неосоложенных растений ячменя, или 

их частей, или только из неосоложенного ячменя, необязательно дополненного одним или несколькими 

подходящими ферментами во время указанного приготовления, в частности амилазами, глюканазами 

[предпочтительно (1-4)- и/или (1-3,1-4)-β-глюканазой], и/или ксиланазой (такой как арабиноксалаза), 

и/или протеазами, или смесями ферментов, содержащими один или несколько из вышеупомянутых фер-

ментов, например, добавлением смеси ферментов Ondea Pro (Novozymes). 

В одном конкретном варианте осуществления этого изобретения композиция сусла по данному изо-

бретению является ячменным суслом, таким как прокипяченное ячменное сусло, т.е. суслом, приготов-

ленным инкубированием неосоложенных (и предпочтительно размолотых) зерен ячменя с двойной null-

LOX-мутацией с водой, предпочтительно затиранием и промыванием дробины. Такое ячменное сусло 

характеризуется чрезвычайно низкими уровнями T2N и потенциала T2N. Так, указанное ячменное сусло 

предпочтительно содержит менее 50%, более предпочтительно менее 40%, даже более предпочтительно 

менее 30% свободного T2N в сравнении с композицией ячменного сусла, приготовленного таким же об-

разом из ячменя дикого вида, предпочтительно из культивара Power. Более предпочтительно указанные 

композиции сусла содержат менее 70%, более предпочтительно менее 60% свободного T2N в сравнении 

с композицией сусла, приготовленного таким же образом из мутанта ячменя D112, описанного в WO 

2005/087934. Кроме того, указанное ячменное сусло предпочтительно содержит самое большее 0,15 ppb 

свободного T2N, когда указанное сусло доведено до °p (градуса плотности Плато) в диапазоне 13-16, 

предпочтительно в диапазоне 14-15, более предпочтительно до 14,5°p. Кроме того, указанное ячменное 

сусло предпочтительно содержит менее 50%, более предпочтительно менее 40%, даже более предпочти-

тельно менее 30% потенциала T2N в сравнении с композицией ячменного сусла, приготовленного таким 

же образом из ячменя дикого вида, предпочтительно из культивара Power. Указанное ячменное сусло 
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предпочтительно содержит менее 50%, более предпочтительно менее 40%, даже более предпочтительно 

менее 30% предшественника T2N в сравнении с композицией ячменного сусла, приготовленного таким 

же образом из ячменя дикого вида, предпочтительно из культивара Power. 

Данное изобретение относится также к продуктам растительного происхождения, которые могут 

быть пищевыми композициями, кормовыми композициями и композициями ароматичных сырьевых ма-

териалов, которые содержат растения ячменя с двойной null-LOX-мутацией или их части. Пищевые ком-

позиции, например, могут быть, но не ограничиваются ими, соложеными или неосоложенными зернами 

ячменя, ячменной мукой, хлебом, дробленой ячменной крупой, зерновыми смесями, содержащими яч-

мень, полезными для здоровья продуктами, такими как напитки, содержащие ячмень, ячменные сиропы, 

и композиции зерновых хлопьев, размолотого или экструдированного ячменя. Кормовые композиции 

включают, например, композиции, содержащие зерна ячменя и/или ячменные мучки. Композиции аро-

матичного сырьевого материала описаны здесь ниже. 

Это изобретение относится также к смесям композиций этого изобретения. Например, это изобре-

тение в одном аспекте относится к композиции, приготовленной с использованием смеси: 

(i) композиции, содержащей растение ячменя или его часть, содержащие первую мутацию, которая 

приводит к полной потере функции активности LOX-1, например полной потере функционального фер-

мента LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере функции активности LOX-2, например 

полной потере активного фермента LOX-2; и 

(ii) композиции солода, приготовленной из зерен с двойной null-LOX-мутацией. 

В предпочтительном аспекте данное изобретение относится к напиткам, более предпочтительно со-

лодовым напиткам, даже более предпочтительно ферментированным напиткам, таким как ферментиро-

ванные солодовые напитки, предпочтительно алкогольным напиткам, таким как пиво, имеющим ста-

бильные органолептические качества, где указанный напиток приготовлен с использованием ячменя с 

двойной null-LOX-мутацией или его частей. Таким образом, в одном предпочтительном варианте осуще-

ствления этого изобретения этот напиток предпочтительно готовят ферментацией ячменя с двойной null-

LOX-мутацией или его частей, или их экстрактов, например, ферментацией сусла из солода с двойной 

null-LOX-мутацией, отдельно или в комбинации с другими ингредиентами. 

Однако в других вариантах осуществления этого изобретения этот напиток является неферментиро-

ванным напитком, например, суслом, полученным из солода ячменя с двойной null-LOX-мутацией. В 

данное изобретение включено также то, что указанный напиток может быть приготовлен из неосоложен-

ных растений ячменя, или их частей. 

Этот напиток может быть также неалкогольным напитком, таким как безалкогольное пиво или дру-

гие типы неалкогольных напитков, такие как безалкогольные солодовые напитки, такие как мальтина. 

Однако предпочтительно указанный напиток готовят из композиции солода, полученного из зерен 

ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Более предпочтительно указанным напитком является пиво. Этот 

напиток может быть любым типом пива, известным лицу с квалификацией в данной области. В одном 

варианте осуществления это пиво является, например, пивом лагер. Это пиво предпочтительно варят с 

использованием композиции солода, содержащей проросший ячмень с двойной null-LOX-мутацией, бо-

лее предпочтительно указанное пиво варят с использованием композиции солода, приготовленной ис-

ключительно из проращенного ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Однако эта композиция солода 

может также содержать другие компоненты, например, другие проросшие или непроросшие зерновые 

растения, такие как ячмень дикого типа, null-LOX-ячмень, пшеница и/или рожь, или непроросшие ис-

ходные материалы, которые содержат сахара, или композиции, полученные из осоложенных или неосо-

ложенных исходных материалов, в том числе композиции сиропа. Однако предпочтительно весь ячмень, 

такой как весь осоложенный и/или неосоложенный ячмень, и/или проросший, и/или непроросший яч-

мень, используемый для приготовления указанного пива, является предпочтительно ячменем с двойной 

null-LOX-мутацией. 

В предпочтительном варианте осуществления напиток по этому изобретению является пивом, кото-

рое было получено из сусла, приготовленного из высушенного печной сушкой солода, предпочтительно 

затиранием и, необязательно, промыванием дробины. Такое пиво может также называться здесь "осоло-

женным". Однако напиток по этому изобретению может быть также получен из ячменного сусла. Такое 

пиво называют "ячменным пивом". 

В одном предпочтительном варианте осуществления напиток по этому изобретению содержит ме-

нее 50%, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35%, например менее 30% потен-

циала T2N в сравнении с потенциалом T2N напитка, приготовленного таким же образом из ячменя дико-

го типа, предпочтительно из культивара Power. Напиток по этому изобретению предпочтительно содер-

жит также менее 70%, предпочтительно менее 60%, например, менее 50% потенциала T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из null-LOX-мутанта ячменя, предпочтительно из мутанта 

ячменя D112, описанного в WO 2005/087934. Напитки по этому изобретению предпочтительно содержат 

также самое большее 2 б.д., более предпочтительно самое большее 1,5 б.д., например самое большее  

1 б.д. потенциала T2N, если °p в исходном экстракте, на котором основан этот напиток, доводят до вели-

чины в диапазоне 10-12°p, более предпочтительно до 11°p. 
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В одном предпочтительном варианте осуществления напиток по этому изобретению содержит ме-

нее 50%, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35%, например менее 30% предше-

ственника T2N в сравнении с предшественником T2N напитка, приготовленного таким же образом из 

ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Напиток по этому изобретению также со-

держит предпочтительно менее 70%, предпочтительно менее 60%, например менее 50% предшественни-

ка T2N в сравнении с напитком, приготовленным таким же образом из мутанта ячменя D112, описанного 

в WO 2005/087934. Напитки по этому изобретению предпочтительно содержат также самое большее  

2 б.д., более предпочтительно самое большее 1,5 б.д., например самое большее 1 б.д. потенциала T2N, 

если °p в исходном экстракте, на котором основан этот напиток, доводят до величины в диапазоне 10-

12°p, более предпочтительно до 11°p. 

В одном конкретном варианте осуществления этого изобретения этот напиток является ячменным 

пивом, которое содержит менее 50%, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35% 

потенциала T2N в сравнении с потенциалом T2N ячменного пива, приготовленного таким же образом из 

ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. В этом варианте осуществления указанное 

ячменное пиво по этому изобретению содержит также предпочтительно менее 50%, предпочтительно 

менее 40%, более предпочтительно менее 35% предшественника T2N в сравнении с предшественниками 

T2N ячменного пива, приготовленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из 

культивара Power. В этом варианте осуществления ячменное пиво по этому изобретению содержит также 

предпочтительно самое большее 2 б.д., более предпочтительно самое большее 1,5 б.д., например самое 

большее 1,2 б.д. потенциала T2N. Кроме того, в этом варианте осуществления ячменное пиво по этому 

изобретению содержит также предпочтительно самое большее 2 б.д., более предпочтительно самое 

большее 1,5 б.д., даже более предпочтительно самое большее 1,2 б.д. предшественника T2N, если °p в 

исходном экстракте, на котором основан этот напиток, доводят до величины в диапазоне 10-12°p, более 

предпочтительно до 11°p. 

В другом конкретном варианте осуществления этого изобретения этот напиток является пивом, по-

лученным из солода, где указанное пиво содержит менее 50%, предпочтительно менее 40%, более пред-

почтительно менее 30% потенциала T2N в сравнении с потенциалом T2N пива, приготовленного таким 

же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. В этом варианте осуществле-

ния указанное пиво по этому изобретению содержит также предпочтительно менее 50%, предпочтитель-

но менее 40%, более предпочтительно менее 30% предшественника T2N в сравнении с предшественни-

ками T2N пива, приготовленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культи-

вара Power. В этом варианте осуществления пиво по этому изобретению также содержит предпочтитель-

но самое большее 2 б.д., более предпочтительно самое большее 1,5 б.д., даже более предпочтительно 

самое большее 1 б.д. потенциала T2N. Кроме того, в этом варианте осуществления ячменное пиво по 

этому изобретению содержит также предпочтительно самое большее 2 б.д., более предпочтительно самое 

большее 1,5 б.д., даже более предпочтительно самое большее 1 б.д. предшественника T2N, если °p в ис-

ходном экстракте, на котором основан этот напиток, доводят до величины в диапазоне 10-12°p, более 

предпочтительно до 11°p. 

Термин "органолептические качества" обозначает качества, воспринимаемые обонятельными и вку-

совыми ощущениями. Их анализирует, например, обученная специализированная дегустационная комис-

сия. Предпочтительно эта дегустационная комиссия обучена конкретно узнаванию альдегидных привку-

сов, таких как привкус T2N. Обычно эта дегустационная комиссия будет состоять из 3-30 членов, напри-

мер из 5-15 членов, предпочтительно из 8-12 членов. Эта дегустационная комиссия может оценивать 

присутствие различных привкусов, таких как бумажный привкус, привкус окисленного продукта, прив-

кус старости и привкус хлеба. Что касается данного изобретения, предпочтительно, чтобы были умень-

шены, в частности, бумажный привкус и/или привкус старости. Способ определения "органолептических 

качеств" напитка описан в примере 6 в международной заявке на патент WO 2005/087934. Другой пред-

почтительный способ определения "органолептических качеств" напитка описан в примерах 8 и 9 здесь 

далее. В предпочтительных вариантах осуществления стабильные органолептические качества являются, 

по меньшей мере частично, результатом низких уровней T2N или потенциала T2N. 

Предпочтительно напитки по этому изобретению характеризуются наличием меньшего бумажного 

привкуса в сравнении со сходным напитком, приготовленным таким же образом из растения ячменя, со-

держащего активность LOX-1 и LOX-2, после хранения в течение по меньшей мере 10 месяцев в диапа-

зоне 15-25°C, например около 20°C. Предпочтительно указанный бумажный привкус равен менее 90%, 

более предпочтительно менее 80%, например менее 70% согласно оценке обученной дегустационной 

комиссии. 

Предпочтительно также напитки данного изобретения имеют уменьшенный бумажный привкус в 

сравнении с подобным напитком, приготовленным из ячменя дикого типа, после хранения при повышен-

ных температурах. При определении свойства "бумажного привкуса" обученной специализированной 

дегустационной комиссией, как описано выше, и оценивании по шкале 0-5, где 0 обозначает отсутствие, 

а 5 обозначает крайнюю степень привкуса. Предпочтительно, чтобы напитки этого изобретения имели 

одну или более, предпочтительно по меньшей мере две, например по меньшей мере три, например, из 
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всех следующих оценок в отношении бумажного привкуса: 

(i) оценку в отношении бумажного привкуса по меньшей мере на 0,5, предпочтительно по меньшей 

мере на 0,7, более предпочтительно по меньшей мере на 1,0 более низкую, чем эта оценка в отношении 

бумажного привкуса напитка, приготовленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочти-

тельно из культивара Power после инкубирования при 37°C в течение одной недели; 

(ii) оценку в отношении бумажного привкуса по меньшей мере на 0,5, предпочтительно по меньшей 

мере на 0,7, более предпочтительно по меньшей мере на 1,0 более низкую, чем эта оценка в отношении 

бумажного привкуса напитка, приготовленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочти-

тельно из культивара Power после инкубирования при 37°C в течение двух недель; 

(iii) оценку в отношении бумажного привкуса по меньшей мере на 0,5, предпочтительно по мень-

шей мере на 0,7, более предпочтительно по меньшей мере на 1,0 более низкую, чем эта оценка в отноше-

нии бумажного привкуса напитка, приготовленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпоч-

тительно из культивара Power после инкубирования при 37°C в течение трех недель; 

(iv) оценку в отношении бумажного привкуса самое большее 90%, предпочтительно самое большее 

80%, более предпочтительно самое большее 70%, даже более предпочтительно самое большее 60%, еще 

более предпочтительно самое большее 50% оценки в отношении бумажного привкуса напитка, приго-

товленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power после инку-

бирования при 37°C в течение одной недели; 

(v) оценку в отношении бумажного привкуса самое большее 90%, предпочтительно самое большее 

80%, более предпочтительно самое большее 70%, даже более предпочтительно самое большее 60%, еще 

более предпочтительно самое большее 50% оценки в отношении бумажного привкуса напитка, приго-

товленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power после инку-

бирования при 37°C в течение двух недель; 

(vi) оценку в отношении бумажного привкуса самое большее 90%, предпочтительно самое большее 

80%, более предпочтительно самое большее 70%, даже более предпочтительно самое большее 60%, еще 

более предпочтительно самое большее 50% оценки в отношении бумажного привкуса напитка, приго-

товленного таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power после инку-

бирования при 37°C в течение трех недель. 

Говорят, что напиток имеет "стабильные органолептические качества", когда указанный напиток 

содержит очень низкие уровни свободного T2N, даже после хранения. Таким образом, одной целью дан-

ного изобретения является обеспечение напитков (таких как пиво со стабильными органолептическими 

качествами), приготовленных с использованием растений ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Такие 

напитки предпочтительно содержат очень низкие уровни потенциала T2N, предпочтительно менее 50%, 

предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35%, например менее 30%, например менее 

20%, например менее 10% потенциала T2N в сравнении с напитком, приготовленным таким же образом 

из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power, после хранения в течение по меньшей ме-

ре 1 недели, предпочтительно по меньшей мере 2 недель, более предпочтительно по меньшей мере 3 не-

дель, даже более предпочтительно в течение по меньшей мере 4 недель, например в диапазоне 1-3 меся-

цев, например в диапазоне 3-6 месяцев, например в диапазоне 6-12 месяцев, например в течение более 

одного года. 

Кроме того, напитки по этому изобретению предпочтительно содержат очень низкие уровни T2N, 

предпочтительно менее 50%, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35%, даже бо-

лее предпочтительно менее 30%, например менее 25% свободного T2N в сравнении с напитком, приго-

товленным таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power, после хра-

нения в течение по меньшей мере 1 недели, предпочтительно по меньшей мере 2 недель, более предпоч-

тительно по меньшей мере 3 недель, даже более предпочтительно в течение по меньшей мере 4 недель 

при температуре 30-40°C, предпочтительно при 37°C, например, в диапазоне 1-3 месяцев, например в 

диапазоне 3-6 месяцев, например в диапазоне 6-12 месяцев, например в течение более одного года при 

температуре в диапазоне 20-30°C. 

В частности, напитки по этому изобретению предпочтительно содержат очень низкие уровни T2N, 

предпочтительно менее 50%, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 35% свободно-

го T2N в сравнении с напитком, приготовленным таким же образом из ячменя дикого типа, предпочти-

тельно из культивара Power, после хранения в течение 2 недель при 37°C. Напитки по этому изобрете-

нию содержат также предпочтительно менее 50 т.д., даже более предпочтительно менее 40 т.д., даже бо-

лее предпочтительно менее 30 т.д. свободного T2N после хранения в течение 2 недель при 37°C. Пред-

почтительно указанное хранение выполняют в присутствии уровня сульфита, не превышающего 10 м.д., 

предпочтительно уровня сульфита в диапазоне 1-10 м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-8 м.д., 

более предпочтительно в диапазоне 2-6 м.д., еще более предпочтительно в диапазоне 3-5 м.д., например 

4 м.д. сульфита. 

Напитки по этому изобретению предпочтительно также содержат менее 80%, предпочтительно ме-

нее 75%, например менее 60% свободного T2N в сравнении с напитком, приготовленным таким же обра-

зом из null-LOX-1-ячменем, предпочтительно из мутанта ячменя D112, описанного в WO 2005/087934, 
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после хранения в течение 2 недель при 37°C. Предпочтительно указанное хранение выполняют в присут-

ствии уровня сульфита, не превышающего 10 м.д., предпочтительно уровня сульфита в диапазоне 1-10 

м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-8 м.д., более предпочтительно в диапазоне 2-6 м.д., еще более 

предпочтительно в диапазоне 2-4 м.д. 

Эти напитки (такие как пиво, например, ячменное пиво) по этому изобретению особенно предпоч-

тительно также содержат очень низкие уровни T2N, предпочтительно менее 50%, предпочтительно ме-

нее 40%, более предпочтительно менее 35%, даже более предпочтительно менее 30%, еще более пред-

почтительно менее 25% свободного T2N в сравнении с напитком, приготовленным таким же образом из 

ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power, после хранения в течение 8 недель при 37°C. 

Кроме того, эти напитки (такие как пиво, например, ячменное пиво) предпочтительно содержат самое 

более 50 т.д., даже более предпочтительно самое большее 40 т.д., еще более предпочтительно самое 

большее 30 т.д., даже более предпочтительно самое большее 20 т.д. свободного T2N после хранения в 

течение 8 месяцев при 37°C. Предпочтительно указанное хранение выполняют в присутствии уровня 

сульфита, не превышающего 10 м.д., предпочтительно уровня сульфита в диапазоне 1-10 м.д., более 

предпочтительно в диапазоне 1-8 м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-6 м.д., еще более предпоч-

тительно в диапазоне 2-4 м.д., например 3 м.д. сульфита. 

Напитки по этому изобретению предпочтительно также содержат менее 70%, предпочтительно ме-

нее 60%, даже более предпочтительно менее 55% свободного T2N в сравнении с напитком, приготовлен-

ным таким же образом из null-LOX-1-ячменя, предпочтительно из мутанта ячменя D112, описанного в 

WO 2005/087934, после хранения в течение 8 недель при 37°C. Предпочтительно указанное хранение 

выполняют в присутствии уровня сульфита, не превышающего 10 м.д., предпочтительно уровня сульфи-

та в диапазоне 1-10 м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-8 м.д., более предпочтительно в диапазоне 

2-6 м.д., еще более предпочтительно в диапазоне 2-4 м.д. 

Кроме того, одной целью данного изобретения является обеспечение напитков, таких как пиво, 

произведенное с использованием растения ячменя с двойной null-LOX-мутацией, предпочтительно со-

держащих менее 70%, предпочтительно менее 60%, например менее 50% T2N и/или потенциала T2N, 

более предпочтительно менее 70%, предпочтительно менее 60%, например менее 50% свободного T2N, в 

сравнении с напитком, приготовленным таким же образом из мутанта ячменя D112, как описано в WO 

2005/087934, после хранения в течение по меньшей мере 1 недели, предпочтительно по меньшей мере 2 

недель, более предпочтительно по меньшей мере 3 недель, даже более предпочтительно в течение по 

меньшей мере 4 недель при температуре в диапазоне 30-40°C, предпочтительно при 37°C, например в 

диапазоне 1-3 месяцев, например в диапазоне 3-6 месяцев, например в диапазоне 6-12 месяцев, например 

в течение более одного года при температуре в диапазоне 20-30°C. 

В частности, напитки (такие как пиво, например, ячменное пиво) по этому изобретению предпочти-

тельно содержат очень низкие уровни T2N, предпочтительно 70%, предпочтительно менее 60%, более 

предпочтительно менее 55%, даже более предпочтительно менее 52% свободного T2N, в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара 

Power, после хранения в течение 8 недель при 37°C. Предпочтительно указанное хранение выполняют в 

присутствии уровня сульфита, не превышающего 10 м.д., предпочтительно уровня сульфита в диапазоне 

1-10 м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-8 м.д., более предпочтительно в диапазоне 1-6 м.д., еще 

более предпочтительно в диапазоне 2-4 м.д., например, 3 м.д. сульфита. 

Предпочтительно напиток по этому изобретению содержит также в диапазоне 1-10 миллионных до-

лей (м.д.) сульфита, более предпочтительно в диапазоне 2-8 м.д., более предпочтительно в диапазоне  

3-7 м.д., еще более предпочтительно в диапазоне 4-6 м.д. сульфита. Напитки по этому изобретению 

предпочтительно содержат самое большее 0,07, предпочтительно самое большее 0,06, более предпочти-

тельно самое большее 0,05, даже более предпочтительно самое большее 0,04, например, самое большее 

0,03 б.д. свободного T2N после хранения в течение по меньшей мере 1 недели, предпочтительно по 

меньшей мере 2 недель, более предпочтительно по меньшей мере 3 недель, даже более предпочтительно 

в течение по меньшей мере 4 недель, например в диапазоне 1-3 месяцев, например в диапазоне 3-6 меся-

цев, например в диапазоне 6-12 месяцев, например в течение более одного года после хранения при тем-

пературе в диапазоне 15°C-40°C, предпочтительно в диапазоне 30°C-37°C, более предпочтительно при 

37°C. В одном предпочтительном варианте осуществления этого изобретения напитки по этому изобре-

тению содержат самое большее 0,03 б.д., предпочтительно самое большее 0,025 б.д., более самое боль-

шее 0,02 б.д. (биллионных долей) свободного T2N после хранения в течение 4 недель при 37°C в присут-

ствии сульфита в диапазоне 4-6 м.д. 

Напитки со стабильными органолептическими качествами по этому изобретению предпочтительно 

содержат низкие уровни потенциала T2N, предпочтительно менее 40%, более предпочтительно менее 

30%, даже более предпочтительно менее 25% потенциала T2N в сравнении со сходным напитком, приго-

товленным таким же образом из растения ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. 

В одном варианте осуществления это изобретение относится к напиткам, таким как пиво, с низкими 

уровнями тригидроксиоктадеценовых кислот (также называемых THA), в частности, к напиткам с низ-

кими уровнями 9,12,13-THA и 9,10,13-THA. THA отличаются горьким вкусом (Baur and Grosch, 1977; 
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Baur et al., 1977) и, следовательно, считаются нежелательными. 

Желательно также, чтобы уровень 9,12,13-THA и 9,10,13-THA был таким низким, как это только 

возможно, предпочтительно более низким чем 1,3 м.д., например более низким чем 1 м.д. Однако общая 

концентрация 9,12,13-THA и 9,10,13-THA в полученном из солода напитке, таком как пиво, зависит так-

же от количества солода, используемого для получения указанного конкретного напитка. Таким образом, 

обычно крепкое пиво будет содержать больше 9,12,13-THA и 9,10,13-THA, чем более легкое, что делает 

более высокий общий уровень 9,12,13-THA и 9,10,13-THA приемлемым в более крепком пиве. Таким 

образом, напиток по этому изобретению содержит предпочтительно более низкий уровень 9,12,13-THA и 

9,10,13-THA, чем напиток, приготовленный таким же образом из ячменя дикого типа, предпочтительно 

из культивара Power. В частности, напиток по этому изобретению предпочтительно имеет уровень 

9,12,13 THA, который равен самое большее 50%, предпочтительно самое большее 40%, более предпоч-

тительно самое большее 30% в сравнении с этим уровнем в напитке, приготовленном таким же образом 

из ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Кроме того, напиток по этому изобрете-

нию предпочтительно имеет уровень 9,10,13 THA, который равен самое большее 70%, предпочтительно 

самое большее 60% в сравнении с этим уровнем напитка, приготовленного тем же самым способом из 

ячменя дикого типа, предпочтительно из культивара Power. Такие напитки могут быть получены с ис-

пользованием ячменя с двойной null-LOX-мутацией. 

В одном варианте осуществления этого изобретения эти напитки имеют улучшенное качество пены. 

Это имеет значение, когда этот напиток является пивом. Таким образом, одной целью этого изобретения 

является обеспечение напитков, таких как пиво, с превосходным качеством пены. Предпочтительно на-

питки этого изобретения производят на 10% больше, предпочтительно по меньшей мере на 20% больше, 

еще более предпочтительно по меньшей мере на 25% больше пены за 60-80 мин, предпочтительно за 80 

мин, в сравнении с напитком, приготовленным таким же образом из ячменя дикого типа, из культивара 

Power. Указанное образование пены определяют, как описано в примере 9 здесь ниже. 

Это изобретение относится также к способам получения указанного напитка. Эти способы предпоч-

тительно предусматривают следующие стадии: 

(i) обеспечение композиции солода, содержащей проросшие зерна с двойной null-LOX-мутацией; 

(ii) переработка указанной композиции солода в напиток, 

с получением посредством этого напитка с более стабильными органолептическими качествами. 

В одном предпочтительном варианте осуществления этот напиток является пивом. В этом случае 

стадия переработки предпочтительно предусматривает приготовление сусла из указанной композиции 

солода, например, любым из описанных здесь выше способов, и ферментирование указанного сусла. 

В общих чертах, алкогольные напитки, такие как пиво, могут быть приготовлены из осоложенных 

и/или неосоложенных зерен ячменя. Солод, наряду с высушенными шишками хмеля и дрожжами, спо-

собствует вкусу и цвету пива. Кроме того, солод функционирует в качестве источника ферментируемого 

сахара и ферментов. Схематическое представление общего процесса получения пива показано на фиг. 3, 

тогда как подробные описания примеров подходящих способов для получения солода и пивоварения 

могут быть найдены, например, в публикациях Briggs et al. (1981) и Hough et al. (1982). Многочисленные, 

регулярно модернизируемые способы для анализов ячменя, солода и продуктов пива являются доступ-

ными, но не ограничиваются ими, например, в American Association of Cereal Chemists (1995), American 

Society of Brewing Chemists (1992), European Brewery Convention (1998) и Institute of Brewing (1997). Об-

щепризнанным является то, что для конкретной варки пива используют многочисленные специфические 

процедуры, с наиболее важными вариациями, относящимися к предпочтениям местных потребителей. 

Любой такой способ приготовления пива может быть использован с данным изобретением. Неограничи-

вающие примеры описаны в примерах 8 и 9. 

Композиция солода вышеописанного напитка, такого как пиво, солодовые напитки или нефермен-

тированное сусло, может быть получена, например, любым из описанных здесь выше способов. 

Сусло может быть приготовлено из указанной композиции солода, как описано здесь выше. 

Первая стадия получения пива из сусла предпочтительно включает в себя кипячение указанного 

сусла. Во время кипячения могут быть добавлены другие ингредиенты, например, высушенные шишки 

хмеля, которые обеспечивают типичные горькие и ароматичные характеристики пива. Кипячение сусла 

вызывает также агрегацию между полифенолами и денатурированными белками, которые в основном 

осаждаются во время следующей фазы охлаждения сусла. После охлаждения сусло переносят в фермен-

тационные чаны, содержащие дрожжи. Предпочтительно указанными дрожжами являются хлебопекар-

ные дрожжи, Saccharomyces carlsbergensis. Это сусло будет ферментироваться в течение любого подхо-

дящего периода времени, обычно в диапазоне 1-100 дней. Во время ферментационного процесса, про-

должающегося несколько дней, сахар превращается в спирт и CO2 одновременно с развитием некоторых 

вкусовых веществ. 

Затем это пиво может дополнительно обрабатываться, например охлаждаться. Оно может быть от-

фильтровано и/или выдержано в лагер-танке, в процессе, который развивает приятный запах и менее 

дрожжевой вкус. Могут быть также добавлены добавки. Кроме того, может быть добавлен CO2. Наконец, 

пиво может быть пастеризовано и/или отфильтровано перед упаковкой (например, посредством розлива 
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в бутылки или в банки для пива). 

Несмотря на успехи в области производства пива, было бы предпочтительным уменьшение уровней 

T2N и потенциала T2N в пиве. Таким образом, остается потребность в новых исходных материалах, в 

частности ячменя и солода, которые способствуют уменьшению привкусов в готовом пиве. Таким обра-

зом, одной целью данного изобретения является обеспечение таких растений ячменя и солода. 

Доступны различные способы для определения, получено ли растение ячменя или продукт растения 

из растения ячменя, несущего мутации в генах для LOX-1 и LOX-2, вызывающие полную потерю функ-

ционального фермента LOX-1 и полную потерю функционального фермента LOX-2. Продукты растений 

будут обычно содержать, по меньшей мере, некоторое количество геномной ДНК из растения, исполь-

зуемого для их получения. Так, солод будет содержать большие количества геномной ДНК, но даже экс-

тракты ячменя и солода, такие как сусло, могут содержать геномную ДНК или ее фрагменты из указан-

ного ячменя или солода. Напитки на основе ячменя, такие как пиво, также могут содержать геномную 

ДНК или ее фрагменты из указанного растения. Посредством анализа ДНК в продукте растения можно 

установить, несет ли растение, из которого получен продукт растения, мутации в генах LOX-1 и LOX-2, 

вызывающие полную потерю функционального фермента LOX-1 и полную потерю функционального 

фермента LOX-2. Указанные мутации могли бы быть, например, любой из мутаций в генах LOX-1 и 

LOX-2, описанных здесь выше в разделе "Потеря функции активности LOX". Геномная ДНК может быть 

анализирована любым применимым способом, таким как секвенирование, или способами на основе ам-

плификации, в том числе способами на основе ПЦР. Если предполагаются конкретные мутации в гене 

LOX-1 и/или гене LOX-2, то может быть использован анализ полиморфизмов, например, SNP-анализ. 

Такой анализ может выполняться, как описано здесь ниже в примере 10. Квалифицированный специа-

лист будет способен адаптировать специфический SNP-анализ, описанный в этих примерах, для приме-

нения с другими мутациями или другим исходным материалом. 

Если вышеупомянутые продукты растительного происхождения получают только из растений яч-

меня, несущих мутации в генах для LOX-1 и LOX-2, вызывающих полную потерю функционального 

фермента LOX-1 и полную потерю функционального фермента LOX-2, то присутствие vs. отсутствия 

мРНК LOX-1 и мРНК LOX-2 и/или белка LOX-1 и белка LOX-2 ячменя может быть также показателем 

того, получен ли указанный продукт растения из растения ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Испы-

тание этого продукта растения может также выполняться с использованием Вестерн-анализа или другого 

анализа белков или при помощи ОТ-ПЦР, или с использованием Нозерн-блот-анализа, или при помощи 

других анализов мРНК. Такие анализы особенно применимы, когда продуктом растения является солод. 

Химический мутагенез. 

Для генерирования растений ячменя с двойной null-LOX-мутацией по этому изобретению, т.е. рас-

тений, содержащих первую мутацию, которая приводит к полной потере функционального фермента 

LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере функционального фермента LOX-2, готовят 

очень большое количество мутантов ячменя любым подходящим способом мутагенеза, например с ис-

пользованием химического мутагенеза зерен ячменя. Известно, что этот способ вводит мутации случай-

ным образом. Мутагенез ячменя может выполняться с использованием любого мутагенизирующего хи-

миката. Однако его выполняют предпочтительно обработкой зерен, давая выживающим зернам прорас-

тать, с последующим анализом растений-потомков. Генерация растений, вырастающих из этих мутагени-

зированных зерен, называемая М0, содержит гетерозиготные химеры для любой конкретной мутации. 

Растения-потомки, собранные после самоопыления, называют генерацией M1, в которой конкретная му-

тация расщепляется в соответствующие гетерозиготы и гомозиготы (см. фиг. 1). 

Обработка зерен NaN3 не является эквивалентной обработке отдельной клетки, так как эти зерна 

после обработки будут содержать некоторое количество немутантных клеток и разнообразие клеток, 

имеющих ДНК-мутации. Поскольку мутации в ряде поколений клеток, которые не приводят к зароды-

шевой линии, будут потеряны, задачей является нацеливание мутагена на небольшое количество клеток, 

которые развиваются в репродуктивные ткани, которые способствуют развитию генерации M1. 

Для оценивания общей эффективность мутаций можно подсчитать альбино-химеры и альбино-

растения в генерациях М0 и M1. Оценивание количества мутантов как функции выживающих растений 

дает приближенную оценку эффективности мутаций, тогда как оценивание количества мутантов как 

функции обработанных семян измеряет комбинацию как эффективности мутации, так и убивания зерен. 

Примечательно, что клетки имеют механизмы гарантии качества фактически в каждой стадии экс-

прессии генов, возможно, для смягчения эффектов повреждающих мутаций. Одним хорошо исследован-

ным примером в эукариотах является нонсенс-опосредуемый распад мРНК, называемый NMD, который 

предотвращает синтез потенциально вредных, преждевременно укороченных белков (Maquat and Carmi-

chael, 2001; Wu et al., 2007). В NMD, кодон терминации идентифицирован как преждевременный по его 

положению относительно расположенных ниже (справа) по ходу транскрипции от дестабилизирующих 

элементов. Мутации, которые генерируют кодоны преждевременной терминации (нонсенс) (РТС), ино-

гда увеличивают уровни альтернативно сплайсированных транскриптов, которые пропускают агрессив-

ные мутации, сохраняя тем самым потенциально функцию белка (Mendell and Dietz, 2001). 
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Селекция растений. 

В одном варианте осуществления этого изобретения целью является обеспечение агрономически 

применимых растений ячменя, содержащих признак двойной LOX-мутации. Развитие сельскохозяйст-

венной культуры часто является продолжительным и трудным процессом, который начинается с введе-

ния этого нового признака. Однако на основании видения перспективы селекционера, эта стадия почти 

всегда приводит к растению, которое имеет менее желательный общий профиль агрономических призна-

ков, чем профиль существующих коммерческих сортов. 

Кроме признака двойной null-LOX-мутации, имеются дополнительные факторы, которые также мо-

гут рассматриваться в области генерирования коммерческого сорта пивоваренного ячменя, например 

урожай и размер зерен, и другие параметры, которые связаны с производительностью соложения или 

производительностью варки пива. Поскольку было показано, что многие, если не все, релевантные при-

знаки находятся под генетическим контролем, данное изобретение обеспечивает также современные, 

гомозиготные, высокоурожайные пивоваренные культивары, которые могут быть получены из скрещи-

ваний с растениями ячменя с двойной null-LOX-мутацией, которые описаны в данной публикации. Зерна 

таких растений ячменя обеспечивают новый исходный материал, имеющий низкую способность генери-

рования потенциала T2N, т.е. солод, полученный из таких зерен, предпочтительно имеет менее 50% по-

тенциала T2N в сравнении с солодом, получаемым из null-LOX-1-мутанта ячменя D112, описанного в 

WO 2005/087934. Квалифицированный селекционер, выводящий сорта ячменя, будет способен селек-

ционировать и развивать растения ячменя, которые после скрещиваний с ячменем с двойной null-LOX-

мутацией будут приводить к лучшим культиварам. Альтернативно, селекционер ячменя может использо-

вать растения данного изобретения для дальнейшего мутагенеза для генерирования культиваров, проис-

ходящих из ячменя с двойной null-LOX-мутацией. 

Одним способом для гарантии, что признак двойной null-LOX-мутации сохраняется в линиях-

потомках, является SNP-анализ гена LOX-1 и гена LOX-2. Предпочтительно определяют также активно-

сти LOX-1 и LOX-2. 

Растения ячменя по данному изобретению могут вводиться в любую подходящую программу се-

лекции. 

Другой целью данного изобретения является обеспечение сельскохозяйственных элитных растений 

ячменя, содержащих признак двойной null-LOX-мутации. Таким образом, это изобретение относится 

также к способам получения нового растения ячменя с двойной null-LOX-мутацией скрещиванием пер-

вого родительского (исходного) растения со вторым родительским (исходным) растением, где это первое 

или второе растение является ячменем с двойной null-LOX-мутацией. Дополнительно, как первое, так и 

второе родительские растения могут происходить из сорта ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Таким 

образом, любые такие способы, использующие сорт ячменя с двойной null-LOX-мутацией, являются ча-

стью этого изобретения: самоопыление, обратное скрещивание, скрещивание с популяциями и т.п. Все 

растения, произведенные с использованием сорта ячменя с двойной null-LOX-мутацией в качестве роди-

теля, находятся в объеме этого изобретения, в том числе растения, развитые из сортов, полученных из 

сорта ячменя с двойной null-LOX-мутацией. Ячмень с двойной null-LOX-мутацией может быть также 

использован для генетической трансформации в таких случаях, в которых экзогенную ДНК вводят в рас-

тение и экспрессируют в растении или ткани растения с двойной null-LOX-мутацией. 

Способы обратного скрещивания могут быть использованы с данным изобретением для введения в 

другой культивар признака двойной null-LOX-мутации мутированного растения ячменя, например куль-

тивар Scarlett или культивар Jersey, оба из которых являются современными, высокоурожайными куль-

тиварами ячменя с высокопроизводительным соложением. В одном стандартном протоколе обратного 

скрещивания, исходный представляющий интерес сорт, т.е. родительское растение, с которым гибрид 

скрещивается вновь, скрещивают со вторым сортом (не повторяющимся родительским растением), не-

сущим представляющие интерес мутантные гены LOX, которые подлежат переносу. Затем полученные 

из этого скрещивания растения-потомки с двойной null-LOX-мутацией скрещивают с повторяющимся 

родительским растением, причем этот процесс повторяют, пока не получают растение ячменя, в котором, 

по существу, все из характеристик, указанных этим повторяющимся родителем, обнаруживаются в гене-

рируемом растении, наряду с признаком двойной null-LOX-мутации неповторяющегося родительского 

растения. В конце концов, последнее генерированное, полученное обратным скрещиванием растение 

самоопыляют с получением растения-потомка с двойной null-LOX-мутацией чистолинейного разведе-

ния. 

Один путь ускорения этого процесса разведения растений предусматривает начальное размножение 

генерируемых мутантов с использованием культуры ткани и способов регенерации. Таким образом, дру-

гим аспектом данного изобретения является обеспечение клеток, которые после роста и дифференциров-

ки продуцируют растения ячменя, имеющие признак двойной null-LOX-мутации. Например, селекция 

может включать традиционные скрещивания, получение фертильных полученных из пыльников расте-

ний или использование культуры микроспор. 
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Продукты LOX-пути. 

В различных вариантах осуществления данное изобретение относится к растениям ячменя и их 

продуктам, содержащим низкие уровни потенциала T2N. Ферменты LOX катализируют диоксигенирова-

ние полиненасыщенных жирных кислот системой цис-1, цис-4-пентадиена. В ячмене C18 полиненасы-

щенные жирные кислоты линолевая кислота (18:2
∆9, 12

) и α-линоленовая кислота (18:3
∆9, 12, 15

) являются 

основными субстратами LOX. Липоксигеназный путь метаболизма жирных кислот инициируется добав-

лением молекулярного кислорода в положении С-9 (в основном катализируемым LOX-1) или положении 

С-13 (в основном катализируемым LOX-2) ацильной цепи, с получением соответствующих 9- и  

13-HPODE [9- и 13-гидропероксиоктадекатриеновые кислоты (НРОТЕ) являются продуктами, когда суб-

стратом является α-линоленовая кислота, но НРОТЕ не функционируют в качестве предшественников 

для T2N]. В гидропероксидлиазном ответвлении пути LOX как 9-, так и 13-HPODE могут расщепляться 

до оксокислот и альдегидов с короткой цепью (см. фиг. 2). В частности, 9-HPODE может расщепляться с 

образованием цис-ноненаля, который превращается в T2N, тогда как 13-HPODE является предшествен-

ником 2-E-гексеналя. Таким образом, не ожидалось, что 13-HPODE, главный продукт  

LOX-2-катализируемого диоксигенирования линолевой кислоты, является компонентом, расположенным 

выше по ходу реакции, в пути, приводящем к образованию затхлого привкуса T2N. 

Понятно, что данное изобретение охватывает влияние на продуцирование ниже по ходу процесса 

метаболитов катализа LOX-1 и LOX-2, которые не продуцируются в качестве прямого продукта катали-

зируемой LOX-1 и LOX-2 реакцией, но являются результатом последующей серии реакций. Они вклю-

чают в себя спонтанные, индуцируемые факторами или катализируемые ферментами изомеризации и 

превращения. Таким образом, продуцирование этих образующихся ниже по ходу процесса метаболитов 

могло бы изменяться модуляцией экспрессии других компонентов этого пути, например гидропероксид-

лиазы (HPL). 

Потенциал Т2Н. 

Важной целью данного изобретения является уменьшение или элиминация потенциала T2N. Таким 

образом, целью данного изобретения является уменьшение образования предшественников T2N и альде-

гидных аддуктов. Хотя несколько химических реакций, относящихся к приобретению затхлости пива, 

являются неясными, генерирование свободного T2N из потенциала T2N признается главной причиной 

развития затхлого привкуса в пивных продуктах (Kuroda et al., supra). Таким образом, целью данного 

изобретения является обеспечение напитков с низким уровнем потенциала T2N, а также напитков с низ-

ким уровнем предшественников T2N. 

Большая часть потенциала T2N переносится из сусла в готовое пиво, в которое может высвобож-

даться свободный T2N (Liegeois et al., 2002), причем условия кислотности и температуры, являются важ-

ными факторами в этом процессе. Со ссылкой на данное изобретение потенциал T2N определяется, как 

описано здесь выше в определениях. Во избежание путаницы значение "потенциала T2N" в данном кон-

тексте является таким, как описано здесь выше в определениях. Химические вещества, которые имеют 

способность высвобождения T2N или превращения в T2N, называются здесь "предшественниками T2N", 

и предшественники T2N, определяемые или измеряемые альтернативными способами, другими, чем спо-

соб определения потенциала T2N, называются "предшественниками T2N". 

Предшественники T2N могут быть, в частности, определены обработкой пробы сначала таким об-

разом, что, по существу, все (предпочтительно все) из ее химических веществ, которые способны высво-

бождать T2N или превращаться в T2N, действительно высвобождают T2N и/или превращаются в T2N 

соответственно. После этого определяют уровень T2N. 

Зерна ячменя данного изобретения не содержат активности LOX-1 и LOX-2. Интересно, что такие 

зерна ячменя содержат очень малый потенциал T2N. 

Таким образом, пиво, полученное с использованием зерен ячменя с двойной null-LOX-мутацией, 

имеет не только очень низкий уровень T2N, но также очень низкий уровень потенциала T2N. В объеме 

данного изобретения находятся зерна ячменя с двойной null-LOX-мутацией, которые дают полученные 

из пива продукты, которые содержат очень низкие уровни потенциала T2N, предпочтительно менее 40%, 

более предпочтительно менее 30%, даже более предпочтительно менее 25% уровня потенциала сходного 

полученного из пива продукта, получаемого тем же самым образом из ячменя дикого типа (предпочти-

тельно культивара Power). Таким образом, указанный полученный из пива продукт предпочтительно со-

держит менее 60%, более предпочтительно менее 50% потенциала T2N сходного полученного из пива 

продукта, полученного таким же образом из мутанта ячменя D112, описанного в WO 2005/087934. 

Продукты растения, полученные из зерен ячменя с двойной null-LOX-мутацией, также предпочти-

тельно имеют очень низкий уровень предшественников T2N. В объеме данного изобретения находятся 

продукты растительного происхождения, приготовленные из зерен ячменя с двойной null-LOX-

мутацией, причем указанные продукты растительного происхождения содержат менее 40%, более пред-

почтительно менее 30%, даже более предпочтительно менее 25% уровня предшественников T2N сходно-

го продукта растительного происхождения, полученного тем же самым образом из ячменя дикого типа 

(предпочтительно культивара Power). Таким образом, указанный продукт растительного происхождения 
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предпочтительно содержит менее 60%, более предпочтительно менее 50% предшественников T2N сход-

ного продукта растительного происхождения, полученного таким же образом из мутанта ячменя D112, 

описанного в WO 2005/087934. 

Следует отметить, что измеренные величины T2N часто являются более высокими в пробах и в 

продуктах микроосоложенного исходного материала, чем величины T2N из исходного материала, полу-

ченного в большем масштабе, например в экспериментальной пробе соложения большого масштаба  

(30 кг). Однако относительные экспериментальные величины T2N между экспериментами большого и 

малого масштаба являются в общем сходными. 

Подобным образом, следует отметить, что измеренные потенциалы T2N (и предшественники T2N) 

часто являются более высокими в пробах и в продуктах микроосоложенного исходного материала, чем 

потенциалы T2N (и предшественники T2N) из исходного материала, полученного в большем масштабе, 

например в экспериментальной пробе соложения большого масштаба (30 кг). Однако относительные 

экспериментальные величины потенциалов T2N между экспериментами большого и малого масштаба 

являются в общем сходными. 

Примеры 

Приведенные здесь примеры иллюстрируют предпочтительные варианты этого изобретения и не 

должны рассматриваться как ограничивающие в отношении этого изобретения. 

Если нет других указаний, базовые молекулярно-биологические способы выполняли для манипуля-

ции нуклеиновыми кислотами и бактериями, как описано в Sambrook and Russel (2001). 

Пример 1. 

Скрининг на низкую активность LOX-2 в мутированных, зрелых зародышах мутированной null-

LOX-популяции, генерации М3. 

LOX-1 и LOX-2, оба, синтезируют в созревающем зародыше ячменя (причем LOX-1 является пре-

обладающим ферментом), а также в прорастающем зародыше (с равными уровнями обоих ферментов). 

Для определения активностей LOX в тысячах проб наиболее удобными были бы анализы, использующие 

экстракты зародышей ячменя. И в анализах на уровни LOX-2 было бы очень удобно проводить скрининг 

зерен мутагенизированного null-LOX-1-ячменя (ср. WO 2005/087934). 

Зерна собирали из растений ячменя null-LOX-1-мутанта D112 (описанного в WO 2005/087934 и де-

понированного АТСС под номером РТА-5487) и инкубировали с мутагеном NaN3 для индукции точеч-

ных мутаций в геномной ДНК ячменя. Экспериментальные схемы соответствовали рекомендациям, 

обеспеченным Kleinhofs et al. (supra). 

Затем мутированные зерна генерации M1 размножали в полевых участках на протяжении двух по-

следующих генераций с получением в конечном счете высокой доли гомозиготных растений генерации 

М3 для целей скрининга (см. фиг. 1 в отношении описания процедуры). Ожидалось, что мутированные 

зерна генерации М3 содержат мутации генов с частотой 0,9-2,3 на 10000 зерен (Kleinhofs et al., supra). 

Было обнаружено, что активность LOX-2 в зрелых зародышах null-LOX-1-мутанта была низкой, как 

измерено общепринятым анализом LOX-1. Здесь исходные растворы реакционной смеси комбинируют 

одновременно с экстрактом (как описано в WO 2005/087934). В этой заявке подробно описан способ, 

который улучшает чувствительность анализа, в котором были изменены как условия экстракции фермен-

тов, так и смешивание исходных растворов реакционной смеси. 

Что касается экстракции LOX, авторы данного изобретения обнаружили неожиданно, что использо-

вание в качестве буфера 100 мМ молочной кислоты, pH 4,5, вызывало значимо уменьшенный уровень 

фона потребляющей HPODE активности, делая возможным накапливание HPODE в этом буфере для 

анализа. Кроме того, авторы этого изобретения обнаружили, что этот анализ мог быть дополнительно 

улучшен позволением минорной фракции образованных HPODE активировать LOX-2 посредством окис-

ления Fe
++
→Fe

+++
 его связанных атомов железа перед добавлением остальных реагентов анализа, с обра-

зованием в конечном счете синего индаминового красителя. 

Вкратце, фермент LOX-2 экстрагировали из выделенных зрелых зародышей с использованием  

200 мкл буфера для экстракции (100 мМ молочная кислота, pH 4,5). Экстракцию выполняли в 96-

луночных планшетах, в которых каждая лунка на 1,2 мл содержала круглую стеклянную бусину с диа-

метром 5 мм. Эти планшеты инкубировали на льду в течение 10 мин перед переносом в лабораторную 

мельницу ММ 300 (Retsch), электронно приспособленную для встряхивания при частоте 27 с
-1

 в течение 

35 с. Затем этот планшет центрифугировали при 4000 об/мин в центрифуге Allegra 6R Centrifuge  

(Beckman-Coulter) в течение 10 мин при 4°C для осаждения нерастворимого материала и после этого 

хранили на льду в течение максимально 2 ч перед дальнейшей обработкой. Этот 96-луночный планшет 

переносили в автоматизированную лабораторную рабочую станцию Biomek 2000 (Beckman-Coulter) для 

дополнительного пипетирования. Сначала 96×40 мкл экстрактов зародышей переносили в стандартный 

96-луночный микротитрационный планшет (Nunc), с последующим добавлением 90 мкл Реагента А  

[12,5 мМ 3-(диметиламино)бензойной кислоты, 0,625 мМ линолевой кислоты], который был приготовлен 

сначала смешиванием 155 мкл линолевой кислоты, соответствующей 134 мг свободной кислоты (Sigma, 

L-1376), и 257 мкл Твина-20; затем добавляли H2O до объема 5 мл, с последующим добавлением 600 мкл 
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1 М NaOH. Этот осветленный раствор доводили до 20 мл с использованием H2O. Эти смеси инкубирова-

ли в течение 10 мин перед добавлением 90 мкл реагента B (0,25 мМ 3-метил-2-

бензотиазолинонгидразона, 0,125 мг/мл гемоглобина). После дополнительного инкубирования в течение 

5 мин измеряли A595 в каждой из 96 лунок этого планшета с использованием спектрофотометра Flourostar 

Galaxy (BMG Labtechnologies), с образованием окраски, отражающей присутствие HPODE, генерирован-

ных LOX-2-катализируемым диоксигенированием (активности даны соответственно в A595-единицах). 

С использованием вышеописанной процедуры в целом 21000 мутантных линий ячменя анализиро-

вали на активность LOX-2 и 1500 линий из них были отобраны на основе низкой активности LOX-2. Эти 

линии дополнительно размножали в поле, после чего активность LOX-2 измеряли в этих зрелых зернах. 

Однако было обнаружено, что ни одна из этих линий не передавала признак низкого LOX-2 следующему 

поколению. 

Пример 2. 

Скрининг на низкую активность LOX-2 в прорастающих зародышах ячменя. 

Улучшенный материал для скрининга. 

Зерна, собранные из растений ячменя null-LOX-1-линии Са211901, полученной скрещиваниями 

(null-LOX-1-мутант D112×Jersey)×Sebastian, инкубировали с мутагеном NaN3 в соответствии с деталями, 

обеспеченными Kleinhofs et al. (supra). Эту процедуру выбирали, так как известно, что она индуцирует 

точечные мутации в геномной ДНК ячменя, в конечном счете вызывая замены аминокислотных остатков 

или укорочения в белках, кодируемых этой мутагенизированной ДНК. В экспериментах по мутагенезу 

данной публикации было выбрано размножение мутированных зерен генерации M1 в полевых участках 

на протяжении двух последующих генераций с получением в конечном счете высокой доли гомозигот-

ных растений для целей скрининга (см. фиг. 1). Хотя зерна генерации М2 не подвергали скринингу, пре-

жде всего вследствие того, что ожидалось, что они содержат относительно высокую долю гетерозигот-

ных точечных мутаций, мутантные зерна генерации М3 использовали в качестве материала для скринин-

га, с ожиданием 0,9-2,3 мутаций на 10000 зерен (Kleinhofs et al., supra). 

Неожиданно, эти авторы обнаружили, что анализ зародышей обеспечивал гораздо лучшие резуль-

таты анализа прорастающих зародышей в сравнении с анализом экстрактов зрелых зародышей (как опи-

сано выше в примере 1). Таким образом, была установлена высокопроизводительная процедура скринин-

га для измерения активности LOX-2 в прорастающем зародыше, в том числе ткани щитка. 

Два зародыша выделяли из зрелых зерен 35125 колосьев ячменя (20977 линий генерации М4  

null-LOX-1-мутанта D112 и 14148 линий генерации М3 null-LOX-1-линии Са211901-линий) и переноси-

ли в 96-луночные планшеты для хранения (ABgene). Прорастание зародышей инициировали после до-

бавления 20 мкг воды в каждую лунку, которую покрывали влажной тканью Kimnett и пластиковой 

крышкой. Эти планшеты инкубировали в пластиковых мешках при 20°C в течение 48 ч. После инкуба-

ции фермент LOX-2 экстрагировали; в каждую лунку сначала добавляли стеклянную бусину диаметром 

5 мм и 200 мкл буфера для экстракции (100 мМ раствор молочной кислоты, pH 4,5) с последующим раз-

малыванием в течение 35 с при частоте 27 с
-1

 в лабораторной мельнице ММ 300 (Retsch). Затем этот 

планшет центрифугировали при 4000 об/мин в центрифуге Allegra 6R Centrifuge (Beckman-Coulter) в те-

чение 10 мин при 4°C для осаждения нерастворимого материала. Активность LOX-2 определяли, в ос-

новном как описано для анализа активности LOX-2 экстрактов зрелых зародышей (пример 1), с тем раз-

личием, что использовали только 30 мкл экстракта на один анализ вместо 40 мкл. 

Идентификация потенциальных мутантов. 

Как описано выше, два зерна каждой из вышеупомянутых 35125 линий ячменя анализировали на 

активность LOX-2 с целью идентификации зерен с сильно уменьшенной указанной активностью в срав-

нении с null-LOX-1-зернами и зернами дикого типа. В целом 7 потенциальных исходных мутантов иден-

тифицировали в генерации М3 линии Са211901. Их дополнительно размножали в оранжерее, собирали и 

затем повторно подвергали скринингу на этот признак, связанный с очень низкой активностью LOX. В 

конечном счете было показано, что только один мутант линии Са211901, названный мутантом А689 (и 

здесь также называемый мутантом А689 с двойной null-LOX-мутацией), по существу, не проявлял ак-

тивности LOX-2. Подробные измерения общей активности LOX выполняли с экстрактами прорастающих 

зародышей, в которых активность LOX сообщалась почти исключительно LOX-2 (Schmitt and van  

Mechelen, 1997). Для проросших зародышей зерен М3 мутанта А689 общая активность LOX, как опреде-

лено колориметрическим анализом LOX (пример 1; табл. 1), была равна 0,163±5,5% A595 Е/проросший 

зародыш, тогда как общая активность LOX для материнского null-LOX-1-сорта Са211901 была равна 

1,224±3,8% A595 Е/проросший зародыш (соответствующая величина для исходного null-LOX-1-мутанта 

D112 была равна 1,215±6,0% A595 Е/проросший зародыш. 
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Пример 3. 

Мутант ячменя А689. 

Проводили анализы для установления, были ли null-LOX-2-растения генераций М4 и М5 гомози-

готными в отношении соответствующего мутантного фенотипа. Этот тип анализа мог бы помочь опреде-

лению, была ли эта мутация генетически рецессивной или доминантной. Кроме того, если растения гене-

рации М3 были гетерозиготными в отношении доминантной мутации, то индивидуумы последующих 

генераций могли расщепляться в отношении этого фенотипа. 

Общую активность LOX измеряли в зародышах ячменя генераций М3, М4 и М5 мутанта А689 и ак-

тивности сравнивали не только с активностями зародышей материнской линии Са211901, но также с ак-

тивностью null-LOX-1-мутанта D112. Определение активности LOX было описано в примере 1 данной 

публикации. Во всех этих экспериментах контрольные пробы включали стандартные экстракты из про-

растающих зародышей материнской линии, а также инактивированные нагреванием, стандартные экс-

тракты из зародышей null-LOX-1-мутантной линии Са211901 и мутанта D112. Для зародышей зерен ге-

нерации М4 мутанта А689 средняя общая активность LOX была равна 0,151±2,6% A595 E (n=24), а для 

прорастающих зародышей генерации М5 мутанта А689 она была равна 0,16±2,3% A595 E (n=90). Для 

сравнения, прорастающие зародыши null-LOX-1-линии Са211901 и мутанта D112 давали 1,210±3,0% A595 

Е (n=90; генерация М4) и 1,199±4,6% A595 Е (n=90; генерация М5), соответственно. Эти результаты сум-

мированы в табл. 1 и на фиг. 4А-С. В целом эти экспериментальные данные подтвердили, что зерна гене-

раций М4 и М5 мутанта D112 были гомозиготными в отношении генетического признака, определяюще-

го очень низкую общую активность LOX, отражающую фенотип двойной null-LOX-мутации. 
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Таблица 1 

Общая активность LOX (среднее) в экстрактах, полученных  

из проросших зародышей ячменя исходных мутантов (генерации М3) и  

потомков (генераций М4 и М5) 

 

 
Пример 4. 

Анализ на основе ВЭЖХ HPODE в проросшем и микроосоложенном ячмене. 

Анализ на HPODE ячменя проводили, по существу, как описано в Международной заявке на патент 

WO 2005/087934, за исключением использования прорастающих зародышей вместо зрелых зародышей. 

Зерна генерации М4 проращивали в течение 48 ч, как описано в примере 2. Зерна генерации М5 подвер-

гали процедуре микроосоложения, выполняемого, по существу, как описано в примере 6 здесь далее, но 

конкретные уровни HPODE определяли после 72 ч прорастания и опускали процедуру печной сушки. 

Уровни 9-и 13-HPODE определяли, давая экстрактам неочищенного белка из прорастающих зародышей 

генераций М4 и М5 мутанта А689 и контрольным пробам инкубироваться с субстратом линолевой ки-

слотой. Продукты реакции анализировали с использованием ВЭЖХ. Проросшие зародыши иссекали из 

зерен ячменя с использованием скальпеля для разреза между щитком и эндоспермом. Затем каждую про-

бу из 4 зародышей помещали между двумя кусочками бумаги для взвешивания и осторожно измельчали 

постукиванием для получения однородной муки. Ее переносили в микроцентрифужную пробирку на  

1,5 мл; добавляли 600 мкл буфера с 200 мМ молочной кислотой, pH 4,5 и эту пробирку помещали на лед 
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и выдерживали в течение 10 мин перед дополнительной гомогенизацией с использованием пластикового 

пестика (Kontes). Затем в каждую пробирку добавляли 600 мкл H2O и эти пробы центрифугировали в 

течение 2 мин при 20000×g. Аликвоту 100 мкл полученного супернатанта переносили в центрифужную 

пробирку на 15 мл (Cellstar; cat. No. 188271) для подготовки для анализа продуктов реакции после дейст-

вия LOX. 2 мл 100 мМ Na-фосфатного буфера, pH 6,5, содержащего 260 мкМ линолевую кислоту [этот 

субстрат готовили смешиванием 10 мл 100 мМ Na-фосфатного буфера, pH 6,5, с 100 мкл 24 мМ исходно-

го раствора линолевой кислоты]. Последний готовили сначала смешиванием 155 мкл линолевой кислоты 

(соответствующей 134 мг свободной кислоты; L-1376, Sigma) и 257 мкл Твина-20, затем добавлением 

H2O до объема 5 мл с последующим добавлением 600 мкл 1н. NaOH и, когда этот раствор становился 

прозрачным, доведением этого объема до 20 мл водой. После 15-минутной инкубации при ~30 об/мин на 

ротаторе для пробирок с кровью добавляли 2 мл этилацетата и содержимое проб перемешивали сильным 

встряхиванием в течение 5 с для экстракции 9- и 13-HPODE. Затем эту пробу центрифугировали в тече-

ние 10 мин при 80×g и 1 мл этилацетата переносили в микроцентрифужную пробирку на 1,5 мл, в кото-

рой этилацетат выпаривали под током газообразного азота. Затем HPODE ресуспендировали в 300 мкл 

метанола и фильтровали через мембрану 0,45 мкм (Millex-HN filter, Millipore). Анализ содержания 

HPODE выполняли при помощи ВЭЖХ. В целом 15 мкл из каждой пробы инжектировали в ВЭЖХ-

установку (HP 1100 Series, Hewlett Packard), снабженную колонкой 4,6×250 мм Symmetry C18 (Waters). 

Используемой подвижной фазой была смесь 16:12:12:10:0,5 (об.:об.:об.:об.:об.) во-

да:метанол:ацетонитрил:тетрагидрофуран:трифторуксусная кислота. Скорость потока этой подвижной 

фазы была равна 1 мл/мин, а давление, измеряемое на выходе колонки, было равно 140 бар. Это разделе-

ние выполняли при 30°C. Детектирование гидропероксидов линолевой кислоты с конъюгированными 

двойными связями выполняли при 234 нм. 

На фиг. 5 показано сравнение полученных профилей HPODE. Хроматограмма пробы стандарта, со-

держащая смесь 9- и 13-HPODE, показана на фиг. 5А. Сравнения хроматограммы экстракта, полученного 

из прорастающих 48 ч зерен генерации М4 null-LOX-мутанта D112 (фиг. 5В), с хроматограммой мутанта 

А689 с двойной null-LOX-мутацией (фиг. 5С) выявили значительное образование 13-HPODE ферментами 

LOX, экстрагированными из проросших зародышей null-LOX-мутанта D112, тогда как нисколько или 

только очень мало 9- и 13-HPODE наблюдали в экстрактах мутанта А689 с двойной null-LOX-мутацией. 

Сходные характеристики наблюдали при анализе 72-часовых микроосоложенных зародышей дико-

го типа культивара Barke (фиг. 6А), null-LOX-1-мутанта D112 (фиг. 6В) и мутанта А689 с двойной  

null-LOX-мутацией (фиг. 6С). Снова существенные уровни как 9-, так и 13-HPODE образовывались в 

зрелых зародышах культивара Barke дикого типа (фиг. 6А). Экстракты null-LOX-1-мутанта D112 образо-

вывали очень низкие количества 9-HPODE, но высокие количества 13-HPODE (фиг. 6В), подтверждая 

тем самым отсутствие активности LOX-1. И снова, экстракты двойного null-LOX-мутанта ячменя А689 

не образовывали значимых уровней 9- и 13-HPODE (фиг. 6С), подтверждая полное отсутствие активно-

стей как LOX-1, так и LOX-2. 

Пример 5. 

Свойства двойного null-LOX-мутанта ячменя А689, его материнского null-LOX-1-сорта Са211901 и 

null-LOX-1-мутанта D112. 

Размножение растений в оранжерее. 

Зерна генерации М4 и М5 двойного null-LOX-мутанта ячменя А689 и его материнской линии 

Са211901 проращивали в оранжерее и выращивали в суточных циклах при 20 ч света при 12°C и 65% 

относительной влажности. Характеристики роста растений линии Са211901 и двойного null-LOX-

мутанта ячменя А689 были сходными в отношении высоты растений, количества побегов на одно расте-

ние, наступления зацветания и количества зерен на колос, подтверждая, что развитие зерен и физиология 

роста мутанта А689 подобны дикому типу. 

Агрономическая продуктивность мутанта А689 в полевых условиях. 

Растения двойного null-LOX-мутанта ячменя А689 и null-LOX-1-мутанта D112, а также растения 

линии Са211901 сравнивали в стандартных полевых испытаниях с целью идентификации возможных 

различий в отношении высоты, даты выколашивания, устойчивости к болезням, полегания, раскрывания 

колоса, времени созревания и урожая (см. табл. 2). Таким образом, равные количества вышеупомянутых 

зерен высевали в полевых участках 7,88 м
2
 в одном местоположении, причем каждый содержал две по-

вторности. Агрономические свойства, опять с особым вниманием в отношении вышеупомянутых 

свойств, наблюдали тщательно на протяжении всего вегетационного периода. Не наблюдали различий в 

отношении агрономических признаков для любого из испытанных растений. 
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Таблица 2 

Сравнение агрономической продуктивности 

 

 
*По шкале от 0 до 9, где 0 обозначает отсутствие инфекции или полегания, а 9 обозна-

чает сильную степень инфекции или полегания. 

**Относительная продуктивность в сравнении с культиваром Barke, материнским сор-

том null-LOX-1-мутанта D112. 

Пример 6. 

Анализ микросолодов и их сусел. 

Микроосоложение выполняли с пробами 100 г мутантов ячменя А689 и D112, а также культиваров 

Barke и Power. Эти мутантные линии размножали в поле в течение нескольких сезонов для получения 

достаточного материала зерен для испытаний соложения и пивоварения. 

Замачивание. 

Использовали условия: 8 ч водяное; 14 ч сухое; 8 ч водяное; 10 ч сухое; 4 ч в замоченной воде при 

16°C. 

Соложение. 

Использовали условия: 12 ч при 18°C; 24 ч при 16°C; 24 ч при 14°C; 60 ч при 12°C. 

Условия сушки были следующими: 12 ч при 60°C; 3 ч при 68°C; 4 ч при 74°C; 3 ч при 80°C. 

Готовые солоды использовали для измерений T2N. 

Кроме того, пробы ячменя и солода мутантов А689 и D112, а также пробы ячменя и солода культи-

варов Barke и Power использовали для анализов при помощи стандартных способов ЕВС (см. табл. 3). 

Приготовление сусла. 

Для испытания свойств мутантов А689 и D112 в сравнении с культиваром Power получали пробы 

солода 25-225 г и использовали их в системе лабораторного затирания, которая содержала наружный 

смеситель и водяную баню, снабженные термостатом, способным спускать температуру определенным 

образом. Затирание выполняли в малом масштабе с готовым затором, отделяемым через бумажный 

фильтр, для получения сладкого сусла. Кипячение сусла выполняли в лабораторном масштабе с исполь-

зованием нагревающего кожуха и круглодонной колбы, соединенной с обратным холодильником. 

Как сладкие, так и прокипяченные сусла использовали для измерений T2N (см. фиг. 7-9). Для проб, 

полученных из зерен генерации 5 двойного null-LOX-мутанта ячменя А689, наблюдали явное ~75%-ное 
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уменьшение уровней T2N (среднего из трех мутантных линий А689). Кроме того, существенные умень-

шения регистрировали для уровней как свободного T2N, так и предшественников T2N в сусле, получен-

ном из микроосоложенных проб (фиг. 8, 9). 

Уровни T2N определяли газовой хроматографией с масс-спектрометрическим детектированием 

(GC-MS), после дериватизации карбонилов O-(2,3,4,5,6-пентафторбензил)гидроксиламином, по сущест-

ву, как описано Groenqvist et al. (1993). 

Таблица 3 

Анализ микросолода 

 

 
*Измерено стандартной спектроскопией пропускания в ближней ИК-области спек-

тра. 

**Активность β-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код про-

дукта K-BETA). 

***Активность α-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код про-

дукта K-CERA). 
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Пример 7. 

THA в пиве, полученном из солода двойного null-LOX-мутанта А689. 

Специфические для пива THA происходят, по-видимому, из линолевой кислоты (Drost et al., 1974). 

Несколько сообщений подтвердили, что общее содержание THA в пиве находится в диапазонах  

5,7-11,4 мкг/мл (Hamberg, 1991 и ссылки в этой работе). В то время как 9,12,13-THA обычно составляет 

75-85% THA в пиве, 9,10,13-THA обычно составляет только 15-25%. Другие изомеры обнаруживаются в 

следовых количествах. 

В пиве, приготовленном из сусла, полученного из солода двойного null-LOX-мутанта ячменя А689 

(см. пример 8, за исключением того, что затирание проводили при температуре 60°C), концентрация 

9,12,13-THA уменьшалась на 75% в сравнении с контрольным пивом, полученным из солода культивара 

Power, и уменьшалась на 45% в сравнении с исходным null-LOX-1-мутантом D112 (табл. 4). Сходные 

различия наблюдали также для изомера 9,10,13-THA. Эти измерения проводили с использованием стан-

дартных ВЭЖХ-масс-спектрометрических анализов (Hamberg, supra). 

Таблица 4 

THA в типах пива, полученных из солода культивара Power,  

null-LOX-1-мутантов D112 и двойного null-LOX-мутанта  

ячменя А689 (среднее из 3 измерений) 

 
Пример 8. 

Экспериментальное соложение и пивоварение. 

Соложение. 

Проводили эксперименты с зернами двойного null-LOX-мутанта А689, null-LOX-1-мутанта D112 и 

культивара Power (во всех случаях урожая 2007 года). Соложения в масштабах 30 кг выполняли в соло-

довенном цехе следующим образом: 

(i) замачивание при 16°C: 8 ч водяное; 14 ч сухое; 8 ч водяное; 10 ч сухое; 4 ч водяное; 

(ii) соложение: 12 ч при 18°C; 24 ч при 16°C; 24 ч при 14°C; 60 ч при 12°C; 

(iii) сушка: 12 ч при 60°C; 3 ч при 68°C; 4 ч при 74°C; 3 ч при 80°C. 

Свойства ячменя и солода приведены в списке в табл. 5. Исследование этих результатов выявило, 

что эти пробы удовлетворяли спецификациям солода для применения исходных материалов в пивоваре-

нии. 
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Таблица 5 

Экспериментальные данные 

 

 
*Измерено стандартной спектроскопией пропускания в ближней ИК-области спектра. 

**Активность β-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код продукта 

K-BETA). 

***Активность α-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код продукта 

K-CERA). 

Экспериментальное пивоварение с солодом. 

Первоначальное испытание с использованием 200 л, с его ключевыми результатами, иллюстриро-

ванными на фиг. 10А, В, включало следующие стадии: 

(i) приготовление сусла; 

(ii) отделение сусла; 

(iii) кипячение сусла; 

(iv) ферментацию; 

(V) выдержку; 

(vi) фильтрование светлого пива и 

(vii) розлив в бутылки. 
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Сусла готовили с использованием больших (30 кг) проб солода культивара дикого типа Power,  

null-LOX-1-мутанта D112 и двойного null-LOX-мутанта. Начало затирания проводили при 48°C в тече-

ние 20 мин с последующим нагреванием в течение 18 мин, в котором эту температуру повышали с 48 до 

67°C. Выдержка (пауза) для осахаривания при 67°C длилась в течение 30 мин с последующей стадией 

повышения нагревания до 72°C в течение 5 мин и выдержкой в течение 15 мин перед окончанием зати-

рания при 78°C. Стадии пивоварения, приведенные здесь выше, т.е. кипячение и фильтрование сусла, 

отделение гидроциклонным сепаратором, ферментация, выдержка и розлив в зеленые стеклянные бутыл-

ки, соответствовали требованиям для стандартной практики пивоварения. 

Предшественники T2N готового пива определяли (фиг. 10) с использованием той же самой экспе-

риментальной схемы, которая описана в примере 6. Результаты данного крупномасштабного экспери-

мента показывали ту же самую тенденцию в относительных уровнях предшественников T2N, какая име-

ется в прокипяченном сусле микроосоложенных зерен (ср. фиг. 9 и 10), снова выявляющую явно более 

низкие величины как для null-LOX-1-мутанта D112, так и для двойного null-LOX-мутанта ячменя А876 в 

сравнении с результатами культивара Power. Более конкретно, предшественники T2N были уменьшены 

на ~40 и ~70% в пробах пива null-LOX-1 и двойного null-LOX-мутанта соответственно при сравнении с 

пивом из солода культивара Power. 

Уровни свободного T2N измеряли также в вышеупомянутых полученных в экспериментальном пи-

воварении сортах пива, показывающих опять ту же самую тенденцию, наблюдаемую для потенциала 

T2N, а именно, что сорта пива, приготовленные из солода null-LOX-1 и двойного null-LOX-мутанта, бы-

ли явно более низкими в отношении T2N, чем сорта, полученные из солода культивара Power. Что каса-

ется уровней T2N, было продемонстрировано, что пиво, полученное из солода двойного LOX-мутанта, 

соответственно, превосходило пиво из null-LOX-1-мутанта. 

Отдельной целью было установление, превосходили ли сорта пива по вкусовым качествам другие 

сорта после искусственного (принудительного) старения, когда их получали в масштабе 200 л с исполь-

зованием двойного null-LOX-исходного материала. 

Таким образом, дегустационную комиссию специалистов по оценке качества пива, описанную в 

примере 9, попросили оценить полученные экспериментально обычные сорта пива на бумажный привкус 

после принудительного старения при 37°C в течение одной недели с использованием оценки от 0 (отсут-

ствует) до 5 (крайняя степень привкуса). Хотя было обнаружено, что пиво из культивара Power обнару-

живало балльную оценку бумажного привкуса 1,6, пиво из null-LOX-1 и пиво из двойного null-LOX-

мутанта имели балльные оценки 1,2 и 0,6 соответственно. Этот результат доказал превосходство двойно-

го null-LOX-исходного материала для приготовления пива со стабильным вкусом. 

Пример 9. 

Сравнения обычных и сваренных из ячменя сортов пива. 

Зерна неосоложенного двойного null-LOX-мутанта А689, null-LOX-1-мутанта ячменя D112 и куль-

тивара Power дикого типа использовали для идентичных процессов варки пива из ячменя, каждое из ко-

торых использует 25 кг размолотого неосоложенного ячменя в качестве исходного материала с получе-

нием 200 л пива (для сравнительных целей, 30 кг размолотого солода использовали для получения 200 л 

обычного пива в параллельно проводимом эксперименте). Целью было не только сравнение свойств сус-

ла и пива из ячменя и полученных из солода варок, но также определение, могут ли вышеупомянутые 

мутанты придавать улучшающие привкус характеристики как в сваренном из ячменя, так и обычном го-

товом пиве. Испытания варки пива в крупном масштабе 200 л предусматривали те же самые стадии по-

лучения пива, которые перечислены в примере 8, с конкретными деталями, описанными здесь ниже. 

Затирание и варка пива с ячменем. 

В данном эксперименте сусло готовили в присутствии смеси ферментов Ondea Pro (Novozymes; но-

мер партии NFNG0005), добавляемой в начале затирания в соответствии с рекомендациями, обеспечен-

ными изготовителем (например, 87,5 г смеси ферментов на 80 л H2O). Условиями затирания были: нача-

ло затирания при 54°C в течение 30 мин; 10 мин нагревания для повышения температуры до 64°C; инку-

бирование в течение 45 мин при 64°C; нагревание до 78°C в течение 13 мин; выдержка 10 мин при 78°C. 

Стадии пивоварения, кипячение и фильтрование сусла, отделение гидроциклонным сепаратором, фер-

ментация, выдержка и розлив в зеленые стеклянные бутылки, соответствовали требованиям для стан-

дартной практики пивоварения. 

Стандартное соложение, затирание и варка пива. 

При соложении использовали зерна двойного null-LOX-мутанта А689, null-LOX-1-мутанта D112 и 

культивара Power (во всех случаях урожая 2009 года). 

Время затирания при 16°C: 8 ч водяное; 14 ч сухое; 8 ч водяное; 10 ч сухое; 4 ч водяное. 

Условия соложения: 12 ч при 18°C; 24 ч при 16°C; 24 ч при 14°C; 60 ч при 12°C. 

Условия печной сушки: 12 ч при 60°C; 3 ч при 68°C; 4 ч при 74°C; 3 ч при 80°C. 

Анализы ячменя и солода вышеупомянутых исходных материалов выполняли в соответствии со 

стандартными способами ЕВС с результатами, представленными в списке в табл. 6. Все из этих солодов 

считали подходящими для пивоварения. 
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Условия затирания: начальная инкубация при 48°C в течение 20 мин; 18-минутное нагревание до 

67°C; 30-минутное нагревание при 67°C; затем нагревание до 72°C в течение 5 мин; 15-минутная инку-

бация при 72°C; нагревание до 78°C в течение 6 мин; окончание с 5-минутной инкубацией при 78°C. 

Стадии пивоварения, кипячение и фильтрование сусла, отделение гидроциклонным сепаратором, 

ферментация, выдержка и розлив в зеленые стеклянные бутылки, соответствовали требованиям для стан-

дартной практики пивоварения. 

Анализ прокипяченного сусла - свободный T2N. 

Уровни T2N в экстрактах определяли газовой хроматографией с масс-спектрометрическим детек-

тированием (GC-MS) после экстракции твердой фазы на колонке С18 и дериватизации карбонилов  

O-(2,3,4,5,6-пентафторбензил)гидроксиламином, по существу, как описано Groenqvist et al. (1993); см. 

также пример 5. 

В прямом сравнении с пробами культивара Power и null-LOX-1 мутанта D112 наблюдали явное 

уменьшение свободного T2N в прокипяченном сусле, полученном как из сусла, сваренного из ячменя, 

так и обычного сусла двойного null-LOX-мутанта А689 (фиг. 11). При сравнении со сваренным из ячменя 

прокипяченным суслом, полученным из null-LOX-1-мутанта D112, сусло двойного null-LOX-мутанта 

ячменя А689 проявляло ~45% уменьшение уровня свободного T2N (для соответствующих осоложенных 

проб, это уменьшение составляло ~15%). 

Подобным образом, ~72%-ное уменьшение было отмечено для свободного T2N в пиве двойного 

null-LOX-мутанта А689 в сравнении с этим показателем культивара Power (для соответствующих осоло-

женных проб это уменьшение составляло ~45%). 

Анализ прокипяченного сусла - предшественник T2N. 

Предшественники T2N в пробах прокипяченного, сваренного из ячменя и обычного сусла культи-

вара Power, null-LOX-1 мутанта D112 и двойного null-LOX-мутанта А689, определяли при помощи  

GC-MS после дериватизации карбонилов О-(2,3,4,5,6-пентафторбензил)гидроксиламином, по существу, 

как описано Groenqvist et al. (supra). 

Как показано на фиг. 12, предшественники T2N прокипяченного, сваренного из ячменя и обычного 

пива были заметно самыми низкими в пробах из двойного null-LOX-мутанта А689, достигая уменьшения 

~70% в сравнении с этой величиной культивара дикого типа Power (уменьшения были также зарегистри-

рованы с пробами из null-LOX-1-мутанта D112). 

Анализ только сваренного из ячменя пива - свободный T2N, принудительное (искусственное) ста-

рение. Разлитые в бутылки сорта пива, полученные из ферментации проб полученного из ячменя сусла, и 

содержащие сходные уровни сульфита, анализировали в пределах одного месяца на продуцирование T2N 

на протяжении времени. 

Эти вышеупомянутые сваренные из ячменя сорта пива искусственно старили при 37°C для просле-

живания развития свободного T2N, как описано здесь выше. 

Как показано на фиг. 13А, эти три типа сваренных из ячменя сортов пива легко различались в ре-

зультате явных различий в кинетике развития T2N. В то время как референсное пиво культивара ячменя 

Power обнаруживало ожидаемые результаты (64 т.д. T2N после 8 недель при 37°C), с уровнями T2N на 

10-20% более высокими, чем уровни сходного пива на основе солода (не показано), неожиданное и явно 

низкое развитие T2N наблюдали в партиях пива из ячменя, полученных из двойного null-LOX-мутанта 

А689 (16 т.д. T2N после 8 недель при 37°C), что соответствует 75%-ному уменьшению свободного T2N 

готового пива. Что касается сваренного из ячменя пива null-LOX-1-мутанта D112 в сравнении с тем же 

самым типом пива из зерен дикого типа, в нем было на 52% меньше свободного T2N на протяжении 8 

недель. 

Эксперимент с искусственным старением подчеркнул явные различия среди анализируемых типов 

пива. Уже спустя 1,5 недели уровень T2N референсного, сваренного из ячменя пива культивара Power 

превышал уровень вкусового порога ~50 т.д., в то время как уровень T2N двойного null-LOX-мутанта 

А689 был равен ~1б т.д. T2N, следовательно, был лучшим, чем 32 т.д. T2N для сваренного из ячменя пи-

ва null-LOX-1-мутанта D112. 

Сравнения сваренного из ячменя и обычного пива предшественник T2N. На фиг. 13В обеспечено 

суммирование данных, описывающих уровни предшественника T2N в свежем пиве из сваренных из яч-

меня и осоложенных исходных материалов, оба из которых получали в объеме 200 л. Опять, исходные 

двойные null-LOX-материалы были лучшими в измеряемых свойствах, фактически с более низкими по-

тенциалами T2N в сваренных из ячменя типах пива (1,2 б.д.), чем в типах пива, полученных с  

null-LOX-1-солодом (1,5 б.д.). 

Сравнения сваренного из ячменя и обычного пива искусственное развитие T2N. Также и в этом 

случае, т.е. при искусственном старении пива при 37°C, было явное различие между пивом, приготов-

ленным из исходного материала дикого типа и исходного мутантного материала (фиг. 13С). Хотя как 

сваренное из ячменя, так и обычное пиво из зерен дикого типа культивара Barke обнаруживали ~50 т.д. 

T2N после двух недель, соответствующие величины уменьшались на ~50 и ~75% для исходных материа-

лов null-LOX-1-мутанта D112 и двойного null-LOX-мутанта А689, соответственно. Ту же самую тенден-

цию наблюдали после трех недель искусственного старения. Таким образом, было доказано, что приме-
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нение в получении пива исходных материалов, недостаточных в отношении ферментов LOX, представ-

ляет превосходный путь для разительного уменьшения развития T2N во время старения. И, кроме того, в 

этом отношении, исходные материалы двойного null-LOX-мутанта А689 превосходят исходные материа-

лы null-LOX-1-мутанта D112. 

Сравнения сваренного из ячменя и обычного пива - THA. Специфические для пива THA, произве-

денные из линолевой кислоты, уже были описаны несколько десятилетий назад (Drost et al., 1974). С тех 

пор различные сообщения подтвердили, что общее содержание THA в пиве находится в диапазоне  

~5-12 м.д. (Hamberg, 1991; и ссылки в этой работе). В то время как 9,12,13-THA обычно составляют  

75-85% THA в пиве, величины 9,10,13-THA составляют до 15-25%; другие изомеры обнаруживаются в 

следовых количествах. 

В свежих сваренных из ячменя партиях пива в эксперименте в масштабе 200 л с null-LOX-1-

мутантом D112 и двойным null-LOX-мутантом А689 в качестве исходных материалов, было обнаружено 

что уровни полученных в LOX-1- и LOX-2-пути 9,12,13- и 9,10,13-THA уменьшаются на ~60 и ~80% со-

ответственно в сравнении с контрольным культиваром Power (фиг. 14А). Неожиданно высокий уровень 

9,10,13-THA, основного продукта THA из LOX-2-ответвления пути LOX измеряли в сваренном из ячме-

ня пиве null-LOX-1-мутанта D112, а именно, +47% в сравнении с величиной пива из культивара Power. 

Этот результат противоречит результату, полученному с двойным null-LOX-мутантом А689, для которо-

го измеряли 60%-е уменьшение, опять в сравнении с культиваром Power. Результаты отдельного экспе-

римента подтвердили вышеупомянутый вывод. Молекулярная основа для этого наблюдения остается 

неясной, но может обсуждаться то, что некоторые клеточные механизмы могут активироваться для ком-

пенсации отсутствия LOX-1 в мутанте D112 усилением синтеза ферментов, участвующих в образовании 

9,10,13-THA. 

По этой причине сваренное из ячменя пиво, полученное из двойного null-LOX-мутанта А689, гене-

рировало значимо более низкое отношение 9,12,13-THA:9,10,13-THA в сравнении с культиваром Power. 

Определение уровней 9,12,13-THA и 9,10,13-THA, объединенное с определением их отношения, 

представляет удобный исходный инструмент для указания, получено ли пиво с использованием двойного 

null-LOX-мутанта А689. Однако более надежное оценивание по этому вопросу может включать допол-

нительные испытания, такие как испытания, описанные в данной заявке. 

Было обнаружено, что в пиве, полученном из солода двойного null-LOX-мутанта А689, концентра-

ция полученных из пути LOX 9,12,13- и 9,10,13-THA является уменьшенной на ~75 и ~40% соответст-

венно в сравнении с контрольным пивом осоложенного культивара Power (фиг. 14В). В указанном пиве 

может быть также рассчитано очень низкое отношение 9,12,13-THA: 9,10,13-THA в сравнении с пивом 

культивара Power. Обычно, но не во всех случаях, уровни THA являются слегка более низкими в пиве на 

основе солода, чем в пиве, сваренном из ячменя (ср. фиг. 14А и В). 

Анализ только сваренного из ячменя пива - стабильность вкуса и запаха. Дегустационная комиссия 

специалистов по оценке вкуса пива оценивала вышеупомянутые, подвергнутые искусственному старе-

нию, сваренные из ячменя партии пива культивара Power, null-LOX-1 мутанта D112 и двойного null-

LOX-мутанта А689. 

В целом, эта дегустационная комиссия обнаружила удовлетворительные профили вкуса для всех 

типов свежих и подвергнутых искусственному старению партий пива после 1 недели при 37°C. Однако 

балльные оценки "бумажного" привкуса были значимо более высокими для референсного пива, чем для 

пива, полученного с использованием солода двойного null-LOX-мутанта А689 и null-LOX-1-мутанта 

D112 (FIG. 15A), т.е. референсное пиво характеризовалось более интенсивным указанным привкусом. В 

целом эта дегустационная комиссия предпочла сваренное из ячменя пиво, полученное из двойного  

null-LOX-мутанта А689. 

Эта обученная дегустационная комиссия оценивала также более общий привкус "старости" после 

хранения пива в течение 1 месяца и 3 месяцев при 30°C, опять демонстрируя, что указанные балльные 

оценки привкуса были значимо более высокими для пива культивара Power и null-LOX-1, чем балльные 

оценки двойного null-LOX-мутанта А689 (фиг. 15В). 

В целом эта улучшенная стабильность вкуса сваренного из ячменя и обычного пива двойного null-

LOX-мутанта А689 является замечательной, просто вследствие низких уровней T2N после хранения, 

особенно при высоких температурах. Таким образом, действия LOX-1 и LOX-2 в условиях пивоварения 

представляют ключевые детерминанты для появления T2N, главного создающего привкус соединения в 

стареющем пиве. 

Сравнения сваренного из ячменя и обычного пива - пивная пена. Сваренное из ячменя пиво и кон-

трольное пиво дегазировали в течение 20 мин в ультразвуковой бане перед добавлением 50 мл H2O к  

150 мл пива. Эту смесь медленно выливали в колонну для пены, состоящую из стеклянной трубки с дли-

ной 16 см, шириной 7 см (со стеклянным фильтром и соединителем в нижней и верхней части, соответ-

ственно). Газ N2, при скорости потока 400 мл/мин, барботировали через эту смесь от нижней части для 

образования пивной пены. Она проходила через трубку и собиралась в градуированном седиментацион-

ном конусе, располагаясь по массе. 
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Общую массу пены регистрировали с интервалами времени 5 мин, пока развитие пены не прекра-

щалось, как для сваренного из ячменя пива (фиг. 16А), так и для сваренного из солода пива (фиг. 16В). В 

любом случае, пиво исходных материалов из двойного null-LOX-мутанта А689 генерировало наибольшее 

количество пены. Фактически развитие пены было лучшим в сваренном из ячменя пиве, чем в сравни-

ваемом пиве на основе солода. 

Таблица 6 

Анализы ячменя, солода, сусла и пива 

 

 
*Измерено стандартной спектроскопией пропускания в ближней ИК-области спек-

тра. 

**Активность β-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код про-

дукта K-BETA). 

***Активность α-амилазы измеряли с использованием набора Megazyme (код про-

дукта K-CERA). 

Измерено в основном, как описано Groenqvist et al. (1993). 
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Пример 10. 

Ген для LOX-2 в мутанте ячменя А689 является мутированным. 

Геномную нуклеотидную последовательность, кодирующую LOX-2 культивара Barke  

(SEQ ID NO: 1), и геномную нуклеотидную последовательность двойного null-LOX-мутанта А689  

(SEQ ID NO: 2) получали, как описано здесь далее. Затем полученные последовательности сравнивали 

для определения молекулярной основы для генотипа null-LOX-2 мутанта А689, фенотип которого харак-

теризуется отсутствием активности LOX-2 в прорастающем зерне ячменя. 

Для указанных сравнительных целей, геномные ДНК ячменя из мутанта А689 и культивара дикого 

типа Barke выделяли из листочков проростков с использованием набора для выделения ДНК (Roche). Две 

последовательности из 3331 пар оснований, охватывающие кодирующие белок области для LOX-2 в ге-

номных ДНК мутанта А689 и культивара Barke, амплифицировали при помощи ПЦР с использованием 

праймеров  (SEQ ID NO: 3) и 

 (SEQ ID NO: 4); основы для последовательностей 

праймеров, содержащихся в геномной последовательности гена для LOX-2 (т.е. SEQ ID NO: 1). 

Эти реакции ПЦР состояли из 100 нг геномной ДНК, ресуспендированной в 20 мкл реакционного 

буфера, содержащего 5 пмоль каждого праймера и 3,0 Е FailSafe полимеразы (Epicentre).  

ПЦР-амплификации проводили в циклере MJ с использованием следующих параметров: 30 с при 98°C 

для 1 цикла; 15 с при 98°C; 30 с при 65°C; и 60 с при 72°C в течение 30 циклов; 10 мин при 72°C в тече-

ние 1 цикла. Полученные продукты ПЦР разделяли на 1% агарозных гелях и ДНК-фрагменты, соответст-

вующие по длине этим ампликонам, очищали с использованием набора для экстракции из гелей Qiaex II 

(Qiagen) и инсертировали в плазмидный вектор pCR Blunt II ТОРО Blunt (Invitrogen). Эти кодирующие 

области применяли к реакциям дидезоксинуклеотидной терминации цепи со специфическими олигонук-

леотидными праймерами, с последующим определением последовательности на ДНК-секвенаторе 

MegaBACE 1000 (GE Biosystems). На фиг. 17 показана схематическая иллюстрация геномной последова-

тельности, охватывающей стартовый кодон и стоп-кодон области, кодирующей LOX-2. Сравнение по-

следовательностей выполняли с использованием пакета программного обеспечения анализа последова-

тельностей LaserGene версии 5.2 (DNASTAR), с выявлением одной точечной мутации мутации в форме 

замены G→A в положении 2689 SEQ ID NO: 2 в экзоне 6 (фиг. 17). 

Последовательность дикого типа для LOX-2 кодирует имеющий длину 864 остатка белок (SEQ ID 

NO: 5), с предсказанной массой 96,7 кДа. В то время как эта мутация в положении 684 в LOX-1-

кодирующей последовательности мутанта D112 вызывала введение преждевременного стоп-кодона, эта 

мутация LOX-2-кодирующего гена мутанта А689 приводила к С-концевому укорочению из 180 амино-

кислот, кодируя вследствие этого белок 76,8 кДа (SEQ ID NO: 6). 

Табл. 7 обеспечивает суммирование молекулярных различий, связанных с геном LOX-2 ячменя ди-

кого типа, null-LOX-1-мутанта ячменя D112 и мутанта ячменя А689 (двойного null-LOX-мутанта). 

Таблица 7 

Молекулярные данные по ячменю дикого типа и мутантному ячменю 

 

 
*Мутантная материнская линия А689, Са211901, обнаруживает идентичные свойства. 

**Нумерация последовательности в соответствии с SEQ ID NO: 1 WO 2005/087934 для 

гена LOX-1, и в соответствии с SEQ ID NO: 1 для гена LOX-2 данной публикации. 

***Предсказанные длины белков в аминокислотах (aa), с соответствующими, предска-

занными массами в скобках. 
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Пример 11. 

Генетическое детектирование двойного null-LOX-мутанта А689 ячменя. 

Анализ полиморфизма единственных нуклеотидов (SNP) представляет удобный способ идентифи-

кации мутантов растений. Под SNP здесь имеется в виду точечная мутация с длиной по меньшей мере 

двух нуклеотидов в одном локусе. Указанный анализ основан на комбинированном применении двух 

установок ПЦР-реакций с использованием геномной ДНК в качестве матрицы. Обе реакции содержат 

локус-специфический праймер и один из двух SNP-праймеров (по одному для каждого аллеля этой по-

следовательности). Две установки ПЦР-реакций выполняют на одну линию растения, вследствие чего 

результатом ПЦР-реакции является то, что этот SNP-праймер связывается либо с последовательностями 

мутанта, либо с аллелем дикого типа (фиг. 18А). В одном из нескольких способов SNP-анализ может 

быть основан на идентификации мутантных линий оцениванием картин бэндинга после гель-

электрофореза продуктов ПЦР. 

Геномные ДНК ячменя из генеалогической линии ячменя и из культивара Quench дикого типа вы-

деляли из ткани листьев проростков с использованием набора для выделения ДНК растений (Roche) в 

соответствии с рекомендациями изготовителя. Олигонуклеотидными праймерами, используемыми для 

амплификации SNP гена LOX-2 дикого типа были  (SEQ ID NO: 7) 

и  (SEQ ID NO: 8), тогда как праймерами для соответствующего му-

тантного гена были  (SEQ ID NO: 9) и 

 (SEQ ID NO: 8). Эти комбинации праймеров использовали в ПЦР-

реакциях для амплификации ДНК-фрагментов 200 п.н., содержащих части кодирующих областей для 

LOX-2 двойного null-LOX-мутанта А689 и культивара Quench, соответственно (фиг. 18А). Реакционные 

смеси ПЦР состояли из 100 нг геномной ДНК в 20 мкл реакционного буфера, содержащего 25 пмоль 

праймера и 7 мкл смеси REDTaq (Sigma), используемых в соответствии с инструкциями изготовителя. 

ПЦР-амплификации из 29 циклов проводили в циклере MJ: 2 мин при 96°C в течение 1 цикла; 1 мин при 

95°C; 1 мин при 68°C; 1 мин при 72°C; заканчивая 10-минутным удлинением при 72°C. 

Перекрестное опыление между гомозиготным растением ячменя, несущим мутацию LOX-1, и гомо-

зиготным растением, несущим мутацию LOX-2, может приводить к 4 различным событиям. С использо-

ванием двух наборов праймеров, одного SNP-набора праймеров FL820 (SEQ ID NO: 10 и FL823  

(SEQ ID NO: 11) для идентификации мутации LOX-1 (G→A мутации в положении 3474 гена LOX-1) и 

одного SNP-набора праймеров FL1034 (SEQ ID NO: 9) и FL1039 (SEQ ID NO: 8), для идентификации 

мутации гена LOX-2 [замены G→A в положении 2689 гена LOX-2 (SEQ ID NO: 1)], можно идентифици-

ровать одно из четырех вышеупомянутых событий (описанных в общих чертах на фиг. 18В). Другими 

словами, может быть использована единственная комбинированная ПЦР-реакция, специфическая для 

обеих вышеупомянутых мутаций LOX-1 и LOX-2. Олигонуклеотидными праймерами, используемыми 

для амплификации ПЦР-продукта SNP для мутации G→A в положении 3474 в гене LOX-1, были 

 (SEQ ID NO: 10) и   

(SEQ ID NO: 11), генерирующие ДНК-фрагмент 166 п.н., содержащий часть кодирующей области для 

LOX-1. Олигонуклеотидными праймерами, используемыми для амплификации ПЦР-продукта SNP для 

мутации G→A в положении 2689 в гене для LOX-2 были   

(SEQ ID NO: 9) и  (SEQ ID NO: 8), генерирующие ДНК-фрагмент 200 

п.н., содержащий часть кодирующей области для LOX-2. Фиг. 18С, дорожка 2, показывает подробно, что 

двойной null-LOX-мутант А689 нес обе из вышеуказанных мутаций, тогда как контроль дикого типа не 

нес никаких мутаций (фиг. 18С, дорожка 3). 

В другом эксперименте, с использованием набора REDExtract-N-Amp Plant PCR (Sigma) в соответ-

ствии с инструкциями изготовителя, геномную ДНК ячменя выделяли из тканей листьев 23 проростков 

генеалогической линии и затем использовали в ПЦР-реакциях, которые состояли из 100 нг геномной 

ДНК в 20 мкл реакционного буфера, содержащего 25 пмоль праймер. Амплификации проводили в DNA 

Engine cycler (MJ Research), в соответствии с инструкциями изготовителя: 2 мин при 96°C в течение 1 

цикла; 1 мин при 95°C, 1 мин при 68°C, 1 мин при 72°C в течение 29 циклов; и, наконец, 10 мин при 72°C 

в течение 1 цикла. Фиг. 19 показывает картину бэндинга после электрофореза продуктов ПЦР. Анализ 

выявил, что эта процедура применима для отбора на желаемую комбинацию null-LOX-1- и null-LOX-2-

мутаций. 
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Список последовательностей 

SEQ ID NO: 1. Последовательность геномной ДНК дикого типа, кодирующая LOX-2 из культивара 

Barke. 

SEQ ID NO: 2. Последовательность геномной ДНК мутантного LOX-2 из мутанта ячменя А689. 

SEQ ID NO: 3. Праймер для амплификации кодирующей белок области для LOX-2 (также называе-

мый FL960). 

SEQ ID NO: 4. Праймер для амплификации кодирующей белок области геномной ДНК LOX-2 (так-

же называемый FL961). 

SEQ ID NO: 5. Последовательность полноразмерного белка LOX-2 ячменя дикого типа, культивара 

Barke. 

SEQ ID NO: 6. Последовательность мутантного белка LOX-2, лишенного активности LOX-2, из му-

танта ячменя А689. 

SEQ ID NO: 7. Праймер для амплификации ДНК LOX-2 дикого типа (также называемый FL1035). 

SEQ ID NO: 8. Праймер для амплификации ДНК LOX-2 (также называемый FL1039). 

SEQ ID NO: 9. Праймер для амплификации ДНК мутантного LOX-2 мутанта А689 (также называе-

мый FL1034). 

SEQ ID NO: 10. Праймер для амплификации ДНК мутантного LOX-1 мутанта D112 (также назы-

ваемый FL820). 

SEQ ID NO: 11. Праймер для амплификации ДНК LOX-1 (также называемый FL823). 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Растение ячменя или его часть для приготовления напитка, содержащего потенциал T2N (транс-

2-ноненаля) на 50% ниже в сравнении с потенциалом T2N напитка, приготовленного таким же образом 

из культивара Power ячменя, при этом указанное растение ячменя содержит ген липоксигеназы LOX-1, 

который кодирует мутированную форму липоксигеназы LOX-1 (SEQ ID NO: 14), при этом указанная 

мутированная форма LOX-1 лишена от 2 до 343 аминокислот из 520-862 LOX-1, что приводит к полной 

потере функционального фермента LOX-1, и содержит ген липоксигеназы LOX-2  

(SEQ ID NO: 2), который кодирует мутированную форму липоксигеназы LOX-2, при этом указанная му-

тированная форма LOX-2 лишена от 2 до 203 аминокислот из 515-717 LOX-2, что приводит к полной 

потере функционального фермента LOX-2, где потенциал T2N представляет собой разницу между на-

чальной и конечной концентрациями транс-2-ноненаля, высвобождаемого в напиток при инкубации в 

течение 2 ч при 100°C, pH 4,0. 

2. Растение ячменя или его часть по п.1, где ген, кодирующий LOX-1 (SEQ ID NO: 13) указанного 

растения, содержит преждевременный стоп-кодон. 

3. Растение ячменя или его часть по п.2, где ген, кодирующий LOX-1 указанного растения, содер-

жит стоп-кодон, причем указанный кодон соответствует номерам оснований 3572-3574 LOX-1  

(SEQ ID NO: 13). 

4. Растение ячменя или его часть по любому из пп.1-3, где ген, кодирующий LOX-2 указанного рас-

тения, содержит преждевременный стоп-кодон. 

5. Растение ячменя или его часть по п.3, где ген LOX-2 имеет последовательность SEQ ID NO: 2. 

6. Растение ячменя или его часть по п.1, где ген, кодирующий LOX-2 указанного растения, содер-

жит мутацию в положении нуклеотида 2689 SEQ ID NO: 1, при этом указанная мутация вводит нонсенс-

кодон. 

7. Напиток, выбранный из группы, состоящей из напитков на основе солода, напитков на основе 

ячменя и напитков на основе смеси солода и ячменя, где указанный напиток приготовлен из растения 

ячменя или его части по любому из пп.1-6, где указанный напиток содержит потенциал T2N на 50% ниже 

в сравнении с потенциалом T2N напитка, приготовленного таким же образом из культивара Power ячме-

ня, где потенциал T2N представляет собой разницу между начальной и конечной концентрациями транс-

2-ноненаля, высвобождаемого в напиток при инкубации в течение 2 ч при 100°C, pH 4,0. 

8. Напиток по п.7, где указанный напиток приготовлен на основе смеси солода и ячменя. 

9. Напиток по п.7, где указанный напиток является солодовым напитком. 

10. Напиток по любому из пп.7-9, где напиток является пивом. 

11. Напиток по п.7, где указанный напиток является ячменным пивом. 

12. Напиток по любому из пп.7-11, где напиток содержит менее 50% свободного T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из культивара Power ячменя, после хранения в течение  

8 недель при 37°C. 

13. Напиток по любому из пп.7-12, где напиток содержит менее 40% свободного T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из культивара Power ячменя, после хранения в течение  

8 недель при 37°C. 

14. Напиток по любому из пп.7-13, где напиток содержит менее 35% свободного T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из культивара Power ячменя, после хранения в течение  

8 недель при 37°C. 

15. Напиток по любому из пп.7-14, где напиток содержит менее 30% свободного T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из культивара Power ячменя, после хранения в течение  

8 недель при 37°C. 

16. Напиток по любому из пп.7-15, где напиток содержит менее 25% свободного T2N в сравнении с 

напитком, приготовленным таким же образом из культивара Power ячменя, после хранения в течение  

8 недель при 37°C. 

17. Композиция солода, приготовленная из растения ячменя или его части по любому из пп.1-6. 

18. Композиция сусла, приготовленная с использованием растения ячменя или его части по любому 

из пп.1-6, или с использованием композиции солода, приготовленной из указанного растения ячменя или 

его части, или их смесей. 

19. Напиток по любому из пп.7-16, где указанный напиток приготовлен из композиции солода по 

п.17 или композиции сусла по п.18. 

20. Композиция солода по п.17, где композиция солода выбрана из группы, состоящей из ячменных 

сиропов, солодовых сиропов, ячменных экстрактов и солодовых экстрактов. 

21. Композиция сусла по п.18, где композиция сусла выбрана из группы, состоящей из ячменных 

сиропов, солодовых сиропов, ячменных экстрактов и солодовых экстрактов. 

22. Пищевая композиция, приготовленная с использованием растения ячменя или его части по лю-

бому из пп.1-6, или с использованием композиции солода, приготовленной из указанного растения ячме-
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ня или его части, или их смесей. 

23. Кормовая композиция, приготовленная с использованием растения ячменя или его части по лю-

бому из пп.1-6, или с использованием композиции солода, приготовленной из указанного растения ячме-

ня или его части, или их смесей. 

24. Способ получения напитка, содержащего потенциал T2N на 50% ниже в сравнении с потенциа-

лом T2N напитка, приготовленного таким же образом из культивара Power ячменя, где потенциал T2N 

представляет собой разницу между начальной и конечной концентрациями транс-2-ноненаля, высвобож-

даемого в напиток при инкубации в течение 2 ч при 100°C, pH 4,0 причем указанный способ включает 

стадии: 

(i) приготовление композиции, содержащей растение ячменя или его части по любому из пп.1-6; и 

(ii) переработка композиции (i) в напиток. 

25. Способ получения композиции солода, содержащей потенциал T2N на 50% ниже в сравнении с 

потенциалом T2N композиции солода, приготовленной таким же образом из культивара Power ячменя, 

причем указанный способ включает стадии: 

(i) обеспечение зерен растения ячменя по любому из пп.1-6; 

(ii) замачивание указанных зерен; 

(iii) проращивание замоченных зерен; 

(iv) обработка проросших зерен нагреванием. 

26. Способ по п.25, где композиция солода содержит уровень свободного T2N, который равен самое 

большее 50% T2N в сравнении со свободным T2N в композиции солода, приготовленной таким же обра-

зом из мутанта D112 ячменя, имеющего номер доступа РТА-5487 депозита АТСС. 

27. Способ получения растения ячменя по п.1 для приготовления напитка, содержащего потенциал 

T2N на 50% ниже в сравнении с потенциалом T2N напитка, приготовленного таким же образом из куль-

тивара Power ячменя, при этом указанное растение содержит ген LOX-1, который кодирует мутирован-

ную форму LOX-1 (SEQ ID NO: 14), при этом указанная мутированная форма LOX-1 лишена от 2 до 343 

из аминокислот 520-862 LOX-1, что приводит к полной потере функционального фермента LOX-1, и со-

держит ген LOX-2 (SEQ ID NO: 2), который кодирует мутированную форму LOX-2, при этом указанная 

мутированная форма LOX-1 лишена от 2 до 203 из аминокислот 515-717 LOX-2, что приводит к полной 

потере функционального фермента LOX-2, включающий стадии: 

(i) обеспечение растения ячменя или его частей с полной потерей функционального фермента LOX-

1; и 

(ii) мутагенез указанного растения ячменя, и/или клеток ячменя, и/или ткани ячменя, и/или зерен 

ячменя, и/или зародышей ячменя из указанного растения ячменя с получением посредством этого гене-

рации М0 ячменя; и 

(iii) размножение указанных мутагенизированных растений, зерен и/или зародышей ячменя в тече-

ние по меньшей мере 2 генераций с получением посредством этого генерации Mx растений ячменя, где x 

является целым числом ≥2; и 

(iv) получение зародышей из указанных растений ячменя Mx; и 

(v) проращивание указанных зародышей; 

(vi) определение активностей LOX-1 и LOX-2 в указанных проросших зародышах или их частях; и 

(vii) отбор растений с полной потерей активностей LOX-1 и LOX-2 в проросших зародышах; и 

(viii) определение присутствия или отсутствия мутации в гене, кодирующем LOX-1, и в гене, коди-

рующем LOX-2; и 

(ix) отбор растений, несущих мутацию в гене, кодирующем LOX-1, и в гене, кодирующем LOX-2, 

с получением посредством этого растения ячменя, содержащего первую мутацию, приводящую к 

полной потере функционального фермента LOX-1, и вторую мутацию, приводящую к полной потере 

функционального фермента LOX-2. 
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