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На современном этапе развития молочной промышленности обеспечение подлинности молочного сырья при производстве сыров 
имеет ключевое значение для контроля качества продукции и защиты права потребителей. В контексте видовой фальсификации 
молока-сырья при производстве сыров в последнее время наблюдается тенденция замены козьего или овечьего молока коровьим. 
Данный процесс связан с такими факторами как сезонность и высокая себестоимость молока от мелкого рогатого скота. В статье 
представлен детальный обзор молекулярно-генетических методов, используемых для выявления случаев фальсификации 
молочного сырья, с акцентом на их применении в сыроделии. Особое внимание уделяется проблемам и перспективам применения 
молекулярно-генетических методов анализа, особенно при работе с комплексными пищевыми матрицами, такими как сыр. В 
обзоре рассматривается разработка эффективных ПЦР-методов для идентификации видоспецифичных последовательностей, с 
использованием митохондриальной ДНК (мтДНК) в качестве маркеров. Также обсуждаются преимущества и ограничения применения 
различных типов ПЦР, включая мультиплексную ПЦР, количественную ПЦР (qPCR) и цифровую капельную ПЦР (ddPCR). Особое 
внимание уделяется преимуществам мультиплексной ПЦР, позволяющей одновременно амплифицировать несколько ДНК-мишеней 
в одной пробирке, и qPCR, предоставляющей количественные характеристики продукции. Интеграция подобных методов в арсенал 
аналитических методик повышает эффективность усилий по поддержанию промышленных стандартов и обеспечению подлинности 
сыров и сырных продуктов. Данное исследование подчеркивает востребованность внедрения молекулярных методов для обеспечения 
стабильности системы поставок, повышения доверия потребителей и развития технологий молочной промышленности.
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Введение 
Фальсификация пищевых продуктов является 
глобальной проблемой, затрагивающей множе-
ство стран, включая Российскую Федерацию [1]. 
Сложные экономические условия, активное раз-
витие технологий фальсификации, отсутствие чет-
ких идентификационных характеристик и обще-
принятой классификации фальсифицированных 
продуктов усложняют процесс идентификации 
пищевого сырья [2, 3]. Несмотря на то, что зафик-
сированные случаи выявления фальсифика-
ции продукции характерны для большинства 
отраслей пищевой индустрии, молоко и молоч-
ные продукты, согласно данным Россельхознад-
зора, стабильно лидируют. Одним из эффективных 
инструментов обеспечения контроля соответ-
ствия рассматриваемой группы продуктов декла-
рируемым параметрам стала система просле-
живаемости «Меркурий», внедрение которой 
позволило уменьшить процент несоответству-
ющей заявленным критериям молочной про-
дукции с 18,5 % в 2019 году до 14,7 % в 2022 году. 
Несмотря на данный факт, проблема фальсифи-
кации по-прежнему остается актуальной [3]. И
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В контексте видовой фальсификации довольно 
часто встречаются случаи подмены дорогостоя-
щего молока менее ценным. Примером такой прак-
тики является внесение коровьего молока в состав 
буйволиного, овечьего или козьего [4, 5]. К фак-
торам, способствующим преднамеренному вклю-
чению коровьего молока в процессе изготовле-
ния сыров на основе козьего и овечьего, относятся 
экономическая выгода, связанная с более высокой 
стоимостью, и сезонные колебания объема полу-
чения молока-сырья мелкого рогатого скота [5]. 
Кроме того, выпуск продукции ненадлежащего 
качества возможен в результате случайной кон-
таминации на этапе переработки. Также прак-
тикуется указание заведомо ложной информа-
ции о составе продукта при его маркировке [6].

Среди многообразия аналитических стратегий, 
применяемых для определения видовой принад-
лежности молока и получаемых из него продук-
тов, методы, основанные на полимеразной цепной 
реакции (ПЦР), выделяются как наиболее надежные 
и чувствительные. В рамках данного обзора про-
веден сравнительный анализ молекулярно-гене-
тических методов видовой идентификации молоч-
ного сырья, используемого при производстве сыра. 

Основные молекулярные 
методы анализа
Современные подходы ПЦР для видовой иден-
тификации молока включают в себя разработку 
специфических праймеров для амплификации 
консервативных областей ядерной или мито-
хондриальной ДНК в ходе ПЦР с последующим 
анализом полиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов (ПДРФ) или секвенированием. 
Альтернативным вариантом может высту-
пать использование специфических праймеров 
для прямого обнаружения целевых видов в фор-
матах однократной или многократной ПЦР [7].

В проводимых исследованиях в качестве маркеров 
часто используют митохондриальную ДНК. В недав-
ней работе Guo с коллегами представили разрабо-
танную ими полимеразную цепную реакцию в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ) тест-систему для детекции 
овечьей и козьей ДНК на основе амплификации 
высококонсервативных участков митохондриальной 
12S-рибосомной ДНК [8]. В другой работе для видо-
специфичной детекции методом ПЦР-РВ мише-
нями служили митохондриальные гены цитохрома b 

и 16S-рибосомальной ДНК в комбинации с ядерными 
генами миостатина и 18S-рибосомальной ДНК [5]. 
В исследовании Feligini анализ сырных матриц про-
водился с использованием праймеров, комплемен-
тарных фрагменту митохондриального гена COI [9]. 
Предложенная Agrimonti в 2015 году ПЦР-методика 
для определения происхождения сыров – как изго-
товленных в лабораторных условиях из опытных 
смесей молока, так и промышленного производ-
ства – основана на применении интеркалирующего 
красителя SYBR Green и праймеров, отжигаю-
щихся на специфических участках генов 12S рРНК 
и цитохрома b [10]. В работе Tsirigoti и др. для ана-
лиза происхождения греческих сыров и йогуртов 
использовали амплификацию D-петли митохондри-
альной ДНК на основе мультиплексной ПЦР [11].

Мультиплексная ПЦР считается более эффектив-
ным методом по сравнению с традиционными 
ПЦР-анализами, требующим меньше времени 
для проведения исследования за счет амплифи-
кации в одной пробирке сразу нескольких мише-
ней. Для одновременного обнаружения различных 
целевых молекул ДНК при проведении высоко-
производительной оценки подлинности молока, 
сыра и других молочных, а также мясных продук-
тов питания животного происхождения, разраба-
тывают комплексные системы видоспецифичных 
праймеров и зондов, нацеленных на консерватив-
ные нуклеотидные последовательности разных 
видов продуктивных животных. Для исключения 
возникновения ложноотрицательных результа-
тов анализа в создаваемый олигонуклеотидный 
«коктейль» часто включают праймеры для ампли-
фикации эндогенного контроля [8]. В своих рабо-
тах Mafra и др., а также Golinelli и др. проводили 
дуплексные ПЦР-анализы, основанные на одно-
временной амплификации генов 12S рРНК B. taurus 
и C. hircus в исследуемых пробах с последующей 
гель-электрофорезной детекцией и интерпрета-
цией данных [12, 13]. Rentsch с соавторами исполь-
зуя мультиплексную систему ПЦР-РВ смогли коли-
чественно определить содержание ДНК коров, коз, 
овец и водяных буйволов в швейцарских сырах [14]. 
Guo и др. в 2019 году предложили триплексную 
ПЦР-РВ на основе технологии TaqMan, направ-
ленную на амплификацию видоспецифических 
участков гена 12S рибосомальной РНК для детек-
тирования целевой ДНК в молоке и сырах [15]. 
Данный подход показал себя специфичным, чрез-
вычайно чувствительным и эффективным сред-
ством для аутентификации молочных продуктов. 
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На практике в пищевой промышленности 
при проведении аутентификации продук-
ции часто используют комбинацию различных 
аналитических методов для получения более 
точных результатов испытаний. Например, 
в работе Di Domenico и соавторов использова-
лось 2 метода: изоэлектрическое фокусирование 
и ПЦР-РВ на основе амплификации последова-
тельностей генов 12S рРНК и cytb для опре-
деления видовой принадлежности молока 
и полученных из него сыров к четырем видам 
жвачных (Bos taurus, Bubalus bubalis, Ovis aries 
и Capra hircus) [16]. В своей статье Ganopoulos 
с соавторами предложили применять прото-
кол количественной дуплексной ПЦР последую-
щим с HRM-анализом для выяснения генетиче-
ской принадлежности сырья, использованного 
для производства греческого сыра «Фета» [17]. 
В работе Di Pinto с соавторами методами обыч-
ной ПЦР и ПЦР-РВ представлены результаты 
тестирования коммерческих образцов сыров, 
йогуртов и других молочных продуктов из козь-
его молока, при этом было установлено, что 
более 80 % продукции содержит ингредиенты 
несоответствующие задекларированным [18]. 

Сравнение методов 
и их ограничений
В процессе производства сыра исходное сырье 
проходит через множественные этапы термиче-
ской, ферментативной, химической и механиче-
ской обработки, оказывающие отрицательный 
эффект на выход и качество ДНК, а также на ее при-
годность для последующей амплификации [5]. 
До настоящего времени все еще существует 
потребность в разработке эффективных протоко-
лов выделения ДНК из пищевых продуктов с мини-
мальным остаточным содержанием ингибиторов, 
что является чрезвычайно важным для последую-
щей процедуры ПЦР, направленной на увеличе-
ние количества целевых ДНК-последовательно-
стей. На сегодняшний день описано множество 
молекулярно-генетических методов, применяе-
мых для видовой идентификации (см. табл.) [19].

При работе со сложными пищевыми матри-
цами, в частности – сыром и другими молоч-
ными продуктами, использование стандартных 
ПЦР-анализов характеризуется возникнове-
нием таких проблем, как ограниченная чувстви-
тельность, отсутствие возможности проведе-

Таблица 
Молекулярно-генетические методы анализа видовой принадлежности молока
Название метода Сущность метода Преимущества Недостатки

ПЦР (полимеразная 
цепная реакция)

Анализ за счет амплификации 
фрагментов ДНК с помощью 
термоциклирования, создаю-
щей миллионы копий после-
довательности-мишени.

– Быстрая и эффективная ампли-
фикация ДНК. 
– Универсальность и широкое 
применение. 
– Возможность амплифика-
ции представляющих интерес 
специфических областей. 

– Восприимчивость к загрязне-
нию. 
– Ограниченные возможности 
количественного определения 
без дополнительных шагов.

Мультиплекс-
ная ПЦР

Амплификация нескольких фраг-
ментов ДНК в одной реакции.

– Одновременная амплификация 
нескольких мишеней. 
– Экономия времени и ресурсов.

– Повышенная сложность дизай-
на праймеров. 
– Потенциальное взаимо-
действие праймеров

Количественная 
ПЦР (qPCR)

Измерение количества ДНК 
во время амплификации 
в режиме реального времени.

– Позволяет получить количе-
ственные данные. 
– Высокая чувствитель-
ность и специфичность.

– Влияние ингибиторов в слож-
ных образцах. 
– Требуется стандартная кривая 
для абсолютного количе-
ственного определения.

Капельная цифро-
вая ПЦР (ddPCR)

Разделение ПЦР-реакции 
на тысячи капель позволяет 
проводить абсолютное коли-
чественное определение.

– Точное и абсолютное количе-
ственное определение. 
– Улучшенная чувствитель-
ность и воспроизводимость.

– Стоимость выше, чем у традици-
онных методов ПЦР. 
– Ограниченные возмож-
ности мультиплексирования.

ПЦР-ПДРФ Проведение ПЦР для амплифи-
кации необходимых фрагментов 
ДНК с последующим анализом по-
лиморфизма длин рестрикцион-
ных фрагментов для определения 
вариаций в сайтах рестрикции.

– Сочетает в себе специфичность 
ПЦР и ПДРФ–анализа. 
– Позволяет проводить 
целенаправленный анализ 
определенных локусов.

– Ограничено наличием подходя-
щих сайтов рестрикции. 
– Требует нескольких эта-
пов в рабочем процессе.

Хан А. В. [и др.] Молекулярные методы аутентификации молочного сырья в сыре: обзор
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ния количественного анализа и зависимость 
от низкопроизводительных методов предва-
рительной пробоподготовки образцов про-
дуктов питания. Необходимость снятия дан-
ных ограничений содействовала разработке 
более эффективных ПЦР-методов, вклю-
чая применяемые для идентификации видо-
специфичных последовательностей [6].

Широкое распространение для решения задач 
видовой идентификации получили методы, бази-
рующиеся на использовании митохондриальной 
ДНК (мтДНК), поскольку мтДНК обладает высо-
ким уровнем генетической изменчивости и при-
сутствует в большом числе копий в соматиче-
ских клетках животных. Однако использование 
митохондриальных маркеров для количествен-
ного определения видоспецифичной ДНК потен-
циально может быть ограничено в связи с разни-
цей в числе копий на клетку между различными 
тканями, индивидуальными особенностями орга-
низма, а также существующими межвидовыми раз-
личиями. Несмотря на ряд недостатков, данные 
маркеры успешно зарекомендовали себя для видо-
специфичного анализа продуктов питания [5]. 

В работе Cutarelli и др. при определении коровьей 
ДНК в сыре «Буффало» из буйволиного молока тремя 
различными методами ПЦР (ПЦР, ddPCR и кПЦР) 
ddPCR-протокол показал большую чувствитель-
ность по сравнению с обычной ПЦР [20]. Однако 
данное преимущество может приводить к опреде-
ленным затруднениям с корректной интерпрета-
цией данных в случаях обнаружения присутствия 
ДНК незаявленных видов животных, возникшего 
в следствие случайной контаминации продукции 
биологическим материалом других таксономиче-
ских единиц, произошедшей в процессе обработки 
сырья, а не в результате преднамеренной фаль-
сификации. Di Febo и др. использовали несколько 
методов, таких как ПЦР-РВ, ИФА, ИЭФ и LFA (ана-
лиз латерального потока), для тестирования сыров, 
творога и молока, и дали сравнительную харак-
теристику преимуществ и недостатков вышепе-
речисленных методик. В данном исследовании 
метод ПЦР-РВ демонстрировал высокую эффектив-
ность, сопоставимую с другими методами [21]. 

Многочисленные работы показывают существо-
вание высокого уровня фальсификации молочной 
продукции и предоставления потребителям недо-

Источник изображения: pexels.com
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стоверной информации о составе предлагаемых 
товаров. Становится очевидным высокий потен-
циал внедрения в практику методов на основе ДНК-
мишеней, поскольку данные молекулярные методы 
применимы для идентификации и дифференциации 
филогенетически близких видов жвачных живот-
ных. Допустимыми сложностями проведения количе-
ственной ПЦР являются индивидуальные колебания 
количество соматических клеток в молоке и техно-
логические параметры производства, оказываю-
щие влияние на концентрацию ДНК в готовых сырах. 
Для обеспечения эффективности функционирова-
ния системы контроля безопасности и подлинно-
сти пищевых продуктов целесообразно внедрение 
непрерывного мониторинга продукции в соче-
тании с усовершенствованными методологиями 
обнаружения фальсификации и нарушений пра-
вил маркировки товаров. Данная стратегия может 
существенно снизить вероятность возникновения 
проблем с аутентификацией продукции в будущем. 
В связи с этим государственные органы, ответствен-
ные за безопасность пищевых продуктов, должны 
быть заинтересованы в оптимизации систем, исполь-
зуемых для идентификации источников происхожде-
ния пищевых продуктов и контроля их качества [18].

Тенденции и перспективы
С увеличением спроса со стороны потребителей 
на молочные продукты в целом, а в особенности 
на сыры, критически важно становится защитить 
покупателя путем реализации эффективных мер 
и методов контроля пищевых продуктов с приме-
нением адекватных средств выявления фальси-
фикации молока-сырья [22]. Идентификация видо-
вой принадлежности молока представляет собой 
существенный этап в технологической цепи изго-
товления сыров, особенно обладающих статусом 
защищенного географического названия и изготав-
ливаемых на основе только молока одного конкрет-
ного вида животных [12]. В связи с вышеописан-
ными проблемами, все большее внимание уделяется 
разработке надежных методов определения под-
линности молока, а ПЦР стала одним из основных 
инструментов в этой работе. Данный молекуляр-
но-генетический метод анализа получил широкое 
распространение благодаря своей высокой спе-
цифичности и чувствительности при выявлении 
последовательностей ДНК [23]. Для отрасли сыро-
делия, где молоко служит основным сырьем, исполь-
зование ПЦР представляет собой надежное реше-
ние для оценки видовой принадлежности молока. И
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Одна из заметных тенденций – использование 
мультиплексной ПЦР, позволяющей одновре-
менно амплифицировать несколько ДНК-мише-
ней в одной пробирке. Такое усовершенствова-
ние повышает эффективность идентификации 
видов за счет одновременного выявления различ-
ных генетических маркеров, обеспечивая ком-
плексный анализ состава молока в сыре. Кроме 
того, qPCR добавляет количественные характе-
ристики продукции, позволяя точно измерить 
количество ДНК каждого вида животных [24]. 
Такие данные важны для оценки степени фаль-
сификации молока, и позволяют осуществлять 
контроль качества при производстве сыра.

Появление цифровой капельной ПЦР (ddPCR) пред-
ставляет собой многообещающую перспективу 
в этой области. Цифровая капельная ПЦР обеспе-
чивает абсолютное количественное определение 
путем проведения ПЦР-реакции в тысячах отдель-
ных капель с беспрецедентным уровнем точно-
сти обнаружения и количественного определения 
содержания специфической ДНК. Данная техно-
логия обладает потенциалом, особенно в тех слу-
чаях, когда использование традиционных методов 
может оказаться недостаточным для выявле-
ния минимального уровня фальсификации.

Таким образом, к преимуществам методов, осно-
ванных на ПЦР, относятся их быстрота и ско-
рость выполнения процедуры, а также при-
менимость для анализа различных молочных 
продуктов, включая сыр [25]. Кроме того, их высо-
кая специфичность обеспечивает достоверность 
результатов даже в присутствии незначитель-
ных количеств фальсификатов. Тем не менее, ряд 
проблем, связанных использованием молекуляр-
ных методов, все еще требует решения (напри-
мер, необходимость тщательной стандартизации 
и валидации протоколов для обеспечения точ-
ности и воспроизводимости результатов ПЦР).

В заключение следует отметить, что тенден-
ции и перспективы применения ПЦР для видо-
вой идентификации молока в сыре подчеркивают 
непрерывное развитие молекулярно-генетиче-
ских методов, используемых для решения про-
блем молочной промышленности. По мере 
развития технологий, включающих мульти-
плексную ПЦР, qPCR и ddPCR, быстрая, точ-
ная и эффективная видовая идентификация 
молока становится все более достижимой.И
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Выводы
В динамично развивающейся области обеспече-
ния безопасности и качества пищевых продуктов 
современные молекулярные методы, основанные 
на анализе ДНК, становятся эффективными и вос-
требованными инструментами анализа, которые 
могут быть применены для выявления случаев 
фальсификации молочной продукции. Их органич-
ное включение в широкий спектр аналитических 
методов, используемых для идентификации видов 
животных, имеет стратегическое значение для под-
держания высоких отраслевых стандартов и обес-
печения подлинности молочных продуктов. Бла-
годаря высокой чувствительности и надежности 
данные методы становятся неотъемлемой частью 
цепочки поставок молочной продукции, способ-
ствуя укреплению доверия со стороны потребите-
лей и совершенствованию отраслевой практики. 

Molecular Methods for Authentication of Dairy Raw Materials in Cheese: Review
Alexei V. Khan, Ekaterina G. Lazareva,  Oleg Yu. Fomenko
All-Russian Dairy Research Institute, Moscow

The modern dairy industry needs authentic raw milk in cheese production to provide high-quality product control and consumer 
protection. Unfortunately, unreliable cheese producers sometimes replace goat’s or sheep’s milk with cow’s milk. This process is associated 
with seasonality and the high cost of milk from small ruminants. The article reviews the methods molecular genetics used to detect milk 
adulteration in cheese making. It highlights the problems and prospects of applying molecular genetics to complex food matrices, such 
as cheese. Modern PCR methods prove quite efficient in identifying species-specific sequences by using mitochondrial DNA (mtDNA) as 
markers. Multiplex PCR, quantitative PCR (qPCR), and digital droplet PCR (ddPCR) have their advantages and shortcomings. The multiplex 
PCR method presupposes a simultaneous amplification of multiple DNA targets in a single tube while the qPCR method provides a 
quantitative profile. These methods make it possible to maintain high industry standards by ensuring the authenticity of cheeses and cheese 
products. In addition, molecular methods provide supply chain stability, increase consumer confidence, and advance dairy technology.

Key words: species identification, milk adulteration, milk, cheese, polymerase chain reaction, DNA, safety
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