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А ННОТА Ц И Я
Представлен анализ литературных данных по проведению исследований, касающихся применения 
ДНК‑технологий в рамках пивоваренной отрасли. Значительную актуальность среди них имеют работы 
по борьбе с широко распространенной фальсификацией пищевой продукции, в том числе алкогольной. 
Классические методы оценки качества и безопасности пива не позволяют выявить подмену заявленно-
го производителем сырья — ​одного из широкомасштабных направлений фальсификации. Следовательно, 
актуальным является вопрос о применении новых подходов к оценке подлинности пивоваренной продук-
ции. В частности, наиболее полно позволяют идентифицировать фальсификации в алкогольной промыш-
ленности молекулярно-генетические методы анализа. В данной статье рассмотрены методы экстракции 
нуклеиновых кислот, а также маркеры, используемые в качестве генетических мишеней в рамках ДНК‑ау-
тентификации алкогольной продукции. Проанализированный материал указывает на возможность при-
менения молекулярно-генетических методов, основанных на полимеразной цепной реакции, в качестве 
современных лабораторных инструментов определения подлинности выпускаемых товаров. Кроме того, 
выявлен потенциал применения ДНК‑технологий в борьбе с контаминацией отраслевых предприятий.
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A BST R ACT
The article presents an analysis of the literature data on research related to the use of DNA technologies in the 
brewing industry. Significant relevance among them is the work on combating widespread falsification of food 
products, including alcohol. Classical methods of assessing the quality and safety of beer do not allow us to iden-
tify the substitution of raw materials declared by the manufacturer — ​one of the large-scale areas of falsification. 
Therefore, the question of applying new approaches to the assessment of the authenticity of brewing products 
is relevant. In particular, the most complete identification of falsifications in the alcohol industry is made by 
molecular genetic analysis methods. This article discusses the methods of extraction of nucleic acids, as well as 
markers used as genetic targets in the DNA authentication of alcoholic beverages. The analyzed material indicates 
the possibility of using molecular genetic methods based on the polymerase chain reaction as modern laboratory 
tools for determining the authenticity of manufactured goods. In addition, the potential of using DNA technolo-
gies in the fight against contamination of industrial enterprises has been identified.

FUNDING: The article was published as part of the research topic No.0437–2019–0001 of the state assignment of the V. M. Gorbatov Federal Research 
Center for Food Systems of RAS.

1.	 Introduction
Алкогольная промышленность имеет большое значение 

для экономики большинства государств мира. Значитель-
ный объем выпускаемой продукции приходится на пивова-
ренную отрасль [1,2,3].

Пивоварение является сложным биохимическим процес-
сом [4]. В результате ферментативных и физико-химических 
реакций получается продукт, который должен обладать 

определенными показателями качества и  безопасности 
[5,6].

Производство пива от ячменя до готового напитка ин-
тенсивно развивается, внедряются новые техники и техно-
логии, а также появляются новые способы фальсификации 
пенистых напитков. Следовательно, сохраняется потреб-
ность в новых методах определения подлинности продуктов 
данной категории.
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Фальсификация пивоваренной продукции возможна 
практически на любом этапе производства: от приготовле-
ния затора до хранения и транспортировки готового пива. 
Выделяют следующие способы фальсификации:

�� разбавление водой;
�� полная замена пива подкрашенными растворами;
�� применение в  процессе производства значительных 

объемов несоложеных материалов;
�� использование некачественного соложеного сырья;
�� нарушение технологических режимов;
�� внесение специальных пенообразователей, не допусти-

мых в производстве пива и т. д.
Распознать фальсификаты можно при помощи органо-

лептического и  физико-химического анализов (сенсорный 
анализ, определение кислотности продукта, углеводного 
и аминокислотного состава и пр.) [6,7,8,9].

Однако широко распространенные методы оценки качест-
ва и безопасности пива не располагают потенциалом распоз-
навания некоторых методов фальсификации [10]. Так жидкост-
ная и  газовая хроматография, спектрофотомерия позволяют 
эффективно и быстро оценить показатели безопасности пива, 
но не используются широко для определения подлинности за-
явленного сырья. Соответственно, актуальным является рас-
ширение области оценочных критериев современными ме-
тодами определения подлинности пивоваренной продукции, 
в частности, технологиями ДНК‑аутентификации [11,12].

ДНК‑аутентификация алкогольной продукции  — ​про-
цесс проверки подлинности готового напитка посредством 
идентификации основного растительного ингредиента при 
помощи молекулярно-генетического анализа остаточных 
нуклеиновых кислот, экстрагируемых из клеточного дебри-
са продукта [13].

Данная статья посвящена анализу работ по таким на-
правлениям, как экстракция нуклеиновых кислот из ра-
стительных компонентов пива, поиск и  подбор мишеней 
для ДНК‑аутентификации продукта, оценка потенциала 
применимости молекулярно-генетических технологий для 
выявления фальсификатов пивоваренной продукции и для 
повышения стабильности и чистоты производства.

2.	 Main part
Последовательность выделения нуклеиновых кислот из 

пива представлена на Рисунке 1 и является модификацией 

метода экстракции ДНК из вина [14,15], включающей следу-
ющие основные этапы:

�� ступенчатый ферментативный гидролиз лиофилизата;
�� многократный процесс седиментации и  ресуспендиро-

вания нуклепротеидного комплекса;
�� этап удаления рибонуклеиновых кислот с последующей 

экстракцией ДНК с применением органических раство-
рителей;

�� дополнительный этап удаления посторонних примесей 
из ДНК при помощи магнитных частиц.

Маркеры для геноидентификации компонентов пива
Основными ингредиентами пива являются ячмень или 

произведенные из него солод, хмель и дрожжи [16], фрагмен-
тарный анализ амплифицированных ПЦР‑продуктов кото-
рых лежит в основе апробируемых методов ДНК‑анализа [17].

При этом молекулярные маркеры, используемые при 
генотипировании и  паспортизации сельскохозяйственных 
растений [18,19], могут быть применены как при оценке 
подлинности, так и  места происхождения пищевых сис-
тем. Ряд генетических мишеней, используемых в  качестве 
молекулярных маркеров для геноидентификации сортов 
пивоваренного ячменя, может быть использован и в целях 
ДНК‑аутентификации коммерческого пива [20]. В частности, 
различают следующие мишени растительных компонентов, 
у которых по результатам проведенных анализов не выяв-
лено корреляционной связи с показателями качества пива:

�� полигалактуроназа  — ​фермент, осуществляющий гидро-
литическое расщепление α‑1,4-гликозидных связей в пек-
тинах [21]; в  качестве ДНК‑мишенидля идентификации 
и дифференциации образцов пива применим локус гена 
HvPG1;

�� гордеины — ​полиморфные белки зерна ячменя, кодиру-
емые 7 локусами HrdA-G, локализованными в коротком 
плече 5‑й хромосомы Hordeum vulgare; являются прио-
ритетными мишенями для молекулярно-генетического 
анализа качества ячменя [22, 23];

�� амилоза в  сорте waxy-ячменя  — ​один из основных по-
лисахаридов, составляющий крахмал. Праймеры, по-
добранные для амплификации Waxy-локуса обладают 
статусом положительного контроля ввиду генерации 
специфичного ПЦР‑продукта во всех тестированных 
образцах ячменя и пива [24];

Рисунок 1. Этапы выделения ДНК из лиофилизированного пивного порошка
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�� α-амилаза  — ​фермент, активирующийся в  процессе 
соложения [25]. Праймеры, разработанные на основа-
нии нуклеотидной последовательности локуса гена, 
кодирующего α-амилазу, инициируют амплификацию 
ПЦР‑продукта у большинства исследованных сортов яч-
меня и образцов пива;

�� (1–3, 1–4) β-D‑глюкан  — ​полисахарид, определяющий 
твердость зерна ячменя [26]. Процедура амплификации 
локуса гена HvCslF6 с  определенной парой праймеров 
приводит к  наработке специфичного ПЦР‑продукта s 
у ряда американских, австралийских и японских сортов 
пивоваренного ячменя.
Генетическими мишенями, имеющими корреляционную 

связь с показателями качества пива, являются:
�� протеины Z ячменя (Z4 и  Z7)  — ​основные белки пива, 

проявляющие корреляционную связь с  показателями 
качества пива, в частности, со стабильностью пены [27];

�� липоксигеназа — ​железосодержащий фермент, катализи-
рующий реакцию диоксигенации к полиненасыщенным 
жирным кислотам [28]. Сорта ячменя с пониженной или 
утраченной активностью генов LOX оказывают положи-
тельное влияние на такие показатели качества, как вкус 
пива и стабильность пены;

�� белковые ингибиторы протеолитических ферментов  — ​
участники формирования гомеостатических реакций 
у растений. Подобранные к локусу гена ингибитора трип-
сина (Itr1) праймеры приводят к амплификации специ-
фичного ПЦР‑продукта у ряда сортов ячменя и образцов 
пива.
Генетические мишени, описанные выше, и  используе-

мые в качестве молекулярных маркеров для геноидентифи-
кации сортов пивоваренного ячменя и  ДНК‑аутентифика-
ции пива представлены в Таблице 1 [14].

Таблица 1
Генетические мишени, используемые в качестве 

молекулярных маркеров для геноидентификации 
сортов пивоваренного ячменя 
и ДНК‑аутентификации пива

Мишень Последовательность праймеров (5/-3/)

HvPG1 F GACAGAATGGCGTTCAAGAACAT

HvPG1 R AGCAAGTTGCCTTCCAGCTTGAT

HrdA F agatagcgttttgaaggtcac

HrdA R tagacctgcaataatttcca

HrdB F TCACACATAAGGTTGTGTGAC

HrdB R CAAGCTTTCCCACAACAACCA

HrdC F AATTTAAACAACTAGTTTCGGGTGG

HrdC R caagctttcccacaacaaccaccat

waxy F CAATTCATCCGATCACTCAATCAT

waxy R CAGGCCGACAAGGTGCTG

Xlns F GGTACAACGTCGCGTCGG

Xlns R CGTGTACCAGACGGTCCAGATACAGC

PrtnZ4 F GAGACGTGTAGTAATCTTCG

PrtnZ4 R GCGAGCACAAATTGCACCACC

Широкое распространение получили микросателлиты — ​
молекулярные маркеры, пригодные для идентификации 
Hordeum vulgare [29], представленные в Таблице 2 [30, 31].

Наряду с SSR‑маркерами, высокой идентификационной 
способностью обладают SNP‑маркеры, используемые для 
геноидентификации сортовой принадлежности ячменя, 
в том числе пивоваренного (Таблица 3) [32,33,34].

Таблица 2
SSR‑маркеры ядерной ДНК Hordeum vulgare, 

используемые для геноидентификации сортов 
пивоваренного ячменя, потенциально пригодные 

и для ДНК‑аутентификации пива

№ 
п.п. SSR‑маркер Последовательность 

праймеров (5/-3/)
Кол-во 

аллелей
Источ-

ник

1
Bmac 0040 F AGCCCGATCAGATTTACG

6

[30]

Bmac 0040 R TTCTCCCTTTGGTCCTTG

2
Bmag 0125 F AATTAGCGAGAACAAAATCAC

5
Bmag 0125 R AGATAACGATGCACCACC

3
Bmac 0134 F CCAACTGAGTCGATCTCG

5
Bmac 0134 R CTTCGTTGCTTCTCTACCTT

4
Bmag 0211 F ATTCATCGATCTTGTATTAGTCC

4
Bmag 0211 R ACATCATGTCGATCAAAGC

5
Bmag 0222 F ATGCTACTCTGGAGTGGAGTA

7
Bmag 0222 R GACCTTCAACTTTGCCTTATA

6
Bmag0125 F AATTAGCGAGAACAAAATCAC

2

[31]

Bmag0125 R AGATAACGATGCACCACC

7
Bmag0321 F ATTATCTCCTGCAACAACCTA

3
Bmag0321 R CTCCGGAACTACGACAAG

8
Bmag0727 F AACTATGTCCAGTCGTTTCC

5
Bmag0727 R CTTGTCGTATCATCTTATTCAGA-

9
Bmag0808 F TCATAGACTACGACGAAGATG

5
Bmag0808 R TCTTTGGATGTGTGTTTACTG

10
Bmag0872 F TCATAGACTACGACGAAGATG

3
Bmag0872 R TCTTTGGATGTGTGTTTACTG

11
EBmac0871 F TGCCTCTGTTGTGTTATTGT

2
EBmac0871 R CCCCAAGTGAACATTGAC

12
EBmac0003 F AATTTTGCAAAGCTGGAGG

1
EBmac0003 R CATTATGGTGGGGTTCATGT

Таблица 3
SNP‑маркеры ядерной ДНК Hordeum vulgare, 

используемые для геноидентификации сортов 
ячменя, потенциально пригодные 
и для ДНК‑аутентификации пива

№ 
п.п. Олигонуклеотиды Последовательность праймеров (5/-3/)

1

MWG2062 (325 A-G)
(outer primer)

F: GTTGTGTCAAGCATATCGGTTGCTCTT

R: CAGCACGTTCGAAAACAATAGGATCC

MWG2062 (325 A-G)
(inner primer)

F: AAGAATTATGCCAATTATTGGCGTGTCA

R: CACACTGCATGTCATCAAACAAGCAC

2

ABC465b (254 C-T)
(outer primer)

F: CAGGTACACCTGGAAGCTCTACTCAGAG

R: CAGCAGCCTGAATTCAACAAAACATAC

ABC465 (254 C-T)
(inner primer)

F: TGGAGATGTTCTACGCTCTCAAGTACAGT

R: CTGTTGGTCAGATAACCTACCAGGATG

3

MWG2218 (175 G-C)
(outer primer)

F: CTCTCCGACATCGACCGCTTCCTCTTCG

R: GCCGCATCATCCCTGGTGTCATCACCT

MWG2218 (175 G-C)
(inner primer)

F: GGGGACGTCATCCACGTCTGTCGACC

R: GTTCCCGCGGTGGGCTTTGTTTCCTC

4

MWG801 (344 G-A)
(outer primer)

F: CAACAACCCCAATACCAGGCCAGCTCCACA

R: AACCCTCGACTGCTCAAGGCAGAGCCGC

MWG801 (344 G-A)
(inner primer)

F: GAAGCATGCTCGCACGACACCCATCC

R: CGGCAGCGGAGGGGAAGGGGAGCAGT
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Их потенциал в качестве ДНК‑маркеров программ селек-
ции по улучшению качества ячменя для пивоварения рас-
крывается также в работе авторов [35], в которой объектами 
исследования стали 10 уникальных гаплотипов на основе 
56 вариаций гена HvXYN1 в выборке из 210 образцов ячме-
ня из 34 стран. Проведенное исследование показало досто-
верную связь 7 SNP‑маркеров и 7 гаплотипов с активностью 
фермента эндо‑1,4-β-ксиланазы и общим содержанием ара-
биноксилана в зерне.

Обнаружение заменителей пивоваренного ячменя 
в  пиве, нередко используемых в  качестве более дешевого 
источника крахмала, позволяет оценить реализуемую про-
дукцию на предмет качественной, количественной, инфор-
мационной и комплексной фальсификации. Последователь-
ности праймеров, нацеленные на генетические мишени, 
используемые при обнаружении заменителей пивоварен-
ного ячменя в  пиве, такие как гранул-связанная синтаза 
крахмала (GBSS) риса, β-конглицинин сои и зеин кукурузы, 
представлены в Таблице 4. При этом другие ПЦР‑системы, 
разработанные для идентификации злаковых культур в про-
дуктах питания, также могут быть пригодны при ДНК‑аутен-
тификации пива [36,37,38].

Таблица 4
Генетические мишени, используемые 

при обнаружении заменителей пивоваренного ячменя 
и идентификации хмеля и дрожжей в пиве

Мишень Последовательность праймеров (5/-3/)

GBSS F GGATGAAGGCCGGAATCCTG

GBSS R CTTGCCCGGATACTTCTCCT

Β‑conglycinin F TTTGGCATTGCTTACTGGGAAAAAGAG

Β‑conglycinin R TCTGTAGGAGTCTCTGTCGTCGTTG

Zein F CACATGTGTAAAGGTGAAGCGAT

Zein R GCTCGCCGCAAGCGCTTGTTG

Hop-a F GGAACCGTTGCCTAATCCTAAGATT

Hop-a R GTGTTTTCCGTATCTACGCGCTGGG

Hop-b F AATTAGGGCATGCCATGAATATT

Hop-b R: TGGCATAGTTAAATTATTTCG

Yeast-a F GTTTTGCGCTCATTAAAACCTAGTGGGAG

Yeast-a R GTCATTTTTTTTAGTGGTGCTAATC

Пивоваренное производство относится к областям с вы-
сокими требованиями к  санитарному состоянию, напитки 
представляют собой хорошую среду для развития микро

организмов, поэтому на предприятиях должен осуществ-
ляться систематический микробиологический контроль.

Классические методы микробиологического мониторин-
га длительны по времени. Поэтому определенным потенциа-
лом обладает внедрение высокоэффективных и экспрессных 
методов ДНК‑контроля, кроме всего прочего предоставляю-
щих глубокое понимание производственной проблемы.

Так, анализ наиболее распространенного контаминанта 
пивоваренного производства — ​Lactobacillus brevis, способ-
ного пребывать в  жизнеспособном, но не культивируемом 
состоянии (VBNC — ​viable but nonculturable) показал: выде-
ленный из образца готового пива, секвенированный геном 
L.  Brevis BM–LB13908 содержит ген устойчивости к  компо-
нентам хмеля HorA и  несколько генов, ассоциированных 
с  формированием состояния VBNC [39]. Что позволяет ему 
выживать при неблагоприятных условиях среды и  приво-
дить к порче пива с изменениями кислотности и/или мутно-
сти, ухудшению органолептических показателей продукта 
и экономическим потерям.

Разработанный авторами [40] подход к экстракции ДНК 
и постановке ПЦР в реальном времени позволяет обнаружи-
вать морфологически схожий с пивными дрожжами загряз-
нитель S.  Cerevisiaevar. diastaticus в  коллекции дрожжевых 
культур на производстве при минимально низких концен-
трациях.

Авторами [41] с  помощью ДНК‑методов был подробно 
исследован потенциальный вредитель для пивоваренного 
производства  — ​Lactobacillus rossiae, который был иденти-
фицирован в 1,52% всех случаев выявления молочнокислых 
микроорганизмов. Было выявлено, что присутствие гена hor 
установило корреляцию с возможностью роста изолятов на 
пшеничном пиве, тогда как присутствие гена hitA показы-
вало обратный эффект. Получаемые в ходе таких исследова-
ний данные крайне важны для разработки методов быстро-
го определения порчи пива.

3.	 Выводы
Анализ методов экстракции остаточной ДНК из готовой 

продукции, а  также системы молекулярно-генетического 
маркирования сырьевых растительных компонентов и  их 
заменителей, указывает на актуальность и перспективность 
использования ДНК‑аутентификации в качестве метода оп-
ределения подлинности алкогольных напитков с целью ин-
тенсификации борьбы с фальсификатами в отрасли. В тоже 
время ДНК‑технологии позволяют быстро и  эффективно 
бороться с микробиологической контаминацией на произ-
водстве.
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