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ОРИГИНАЛЬНОЕ ЭМПИРИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ

АННОТАЦИЯ 

Введение: Обеспечение безопасности и подлинности молока и продуктов его переработки — 
первостепенная задача молочного сектора промышленности. Современные молекулярно-
генетические технологии позволяют обеспечить эффективное выявление фальсифицированной 
молочной продукции, а именно оценить наличие подмены одного вида молока другим. Однако 
исследований, посвященных молекулярной идентификации молочных продуктов, прошедших 
различные температурные режимы термической обработки, крайне мало. В связи с этим, 
актуальным направлением становится изучение влияния процессов нагревания молока 
на деградацию нуклеиновых кислот и последующий их анализ с помощью ПЦР-технологий 
для определения видового состава в пищевой промышленности. 

Цель: Провести сравнительный анализ эффективности методов симплексной и дуплексной 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) для определения происхождения молока и продуктов 
его переработки, подвергнутых различной термической обработке.

Материалы и методы: Исследование выполнено в лаборатории прикладной микробиологии 
и геномики микроорганизмов Всероссийского научно-исследовательского института 
молочной промышленности. Объектами исследования выступали молоко сырое, 
пастеризованное, стерилизованное, кисломолочные продукты на йогуртовой закваске 
и полученные на их основе бинарные молочные смеси крупного и мелкого рогатого скота. 
Данное исследование направлено на применение ПЦР-технологий для решения проблемы 
определения видового состава молока, полученного от коровы (Bos taurus) и козы (Capra 
hircus) и продуктов на их основе. Из образцов пищевых продуктов выделяли суммарную ДНК 
для последующего анализа методом симплексной и дуплексной ПЦР с помощью набора 
видоспецифических олигонуклеотидных праймеров.

Результаты: Было проведено сравнение чувствительности симплексного и дуплексного  
ПЦР-анализа продуктов на основе молока, в ходе которого было установлено, 
что относительный предел обнаружения коровьей ДНК при использовании дуплексного 
ПЦР-анализа ниже, чем симплексного, и составил 50 % для сырого молока, 10 % — 
для пастеризованного молока и кисломолочного продукта на йогуртовой закваске. 
Чувствительность обнаружения козьей ДНК при дуплексной и симплексной ПЦР оказалась 
на уровне 1 % за исключением смесей стерилизованного молока: в случае использования 
дуплексной ПЦР предел обнаружения козьей ДНК был ниже и составил 5 %. 

Выводы: Молекулярно-генетические методы с использованием митохондриальных мишеней 
позволяют определять происхождение молока в молочной продукции. Возможности 
применения ПЦР при анализе молочных продуктов, прошедших термическую обработку, 
ограничены размером получаемых ампликонов. Тест-системы на основе ПЦР предоставляют 
широкие возможности для определения состава и выявления фальсификации продукции 
в молочной промышленности.
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ABSTRACT
Introduction: Ensuring the safety and authenticity of milk and technological products of its 
processing is the primary task of the dairy sector of the industry. Modern molecular genetic 
technologies make it possible to ensure effective detection of adulterated dairy products, namely 
to assess the presence of substitution of one type of milk for another. However, there is a significant 
lack of studies focused on the molecular identification of dairy products that have undergone 
various thermal processing regimes. In this regard, the influence of milk heating processes on the 
degradation of nucleic acids and their subsequent analysis using PCR technologies to determine 
the species composition in the food industry is becoming an actual direction.

Purpose: To conduct a comparative analysis of the effectiveness of simplex and duplex polymerase 
chain reaction (PCR) methods for determining the origin of milk and milk products subjected 
to different thermal treatments.

Materials and Methods: The work was carried out in the laboratory of applied microbiology and 
genomics of microorganisms of the All-Russian Research Institute of Dairy Industry. The objects 
of the study were raw, pasteurized, sterilized milk, fermented milk products on yogurt starter 
and binary milk mixtures of cattle and small ruminants obtained on their basis. This study aims 
to apply PCR technologies to solve the problem of determining the species composition of milk 
obtained from cow (Bos taurus) and goat (Capra hircus) and products based on them. Total DNA 
was extracted from food samples for subsequent analysis by simplex and duplex PCR using a 
set of species-specific oligonucleotide primers.

Results:  The sensitivity of simplex and duplex PCR assays for milk-based products was compared 
and it was found that the relative detection limit for bovine DNA using duplex PCR was lower 
than simplex PCR and was 50 % for raw milk, 10 % for pasteurized milk and yoghurt starter sour 
milk. The sensitivity of detection of goat DNA by duplex and simplex PCR was at the level of 1 % 
except for sterilized milk mixtures: when duplex PCR was used, the detection limit for goat DNA 
was lower and amounted to 5 %. 

Conclusion:  Molecular genetic methods using mitochondrial targets make it possible to determine 
the origin of milk in dairy products. The possibilities of PCR application in the analysis of heat-
treated dairy products are limited by the size of the amplicons obtained. PCR-based test systems 
provide a wide range of opportunities for composition and adulteration detection in the dairy 
industry.

Keywords: PCR; species identification; milk adulteration; heat treatment of milk
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ВВЕДЕНИЕ

Молоко — это продукт с высокой пищевой ценностью, 
играющий ключевую роль в питании человека. Оно обе-
спечивает организм необходимыми белками, липидами, 
минералами, жирными кислотами, витаминами и другими 
важными компонентами (Зобкова и соавт., 2018, Kourkouli 
et al., 2024). Согласно отчету Продовольственной и сель-
скохозяйственной Организации Объединенных Наций 
(Food and Agriculture Organization), молоко является од-
ним из продуктов животного происхождения, который 
может способствовать достижению целей устойчивого 
развития, установленных согласно резолюции Генераль-
ной Ассамблеи ООН A/RES/71/313 от 6 июля 2017 года1. 
При правильном питании молоко может помочь в борьбе 
с истощением детей до 5 лет, низким весом при рождении, 
задержкой в росте, анемией у женщин репродуктивного 
возраста, ожирением и инфекционными заболеваниями2. 
Рекомендуемая норма потребления молока и молочных 
продуктов составляет 325 килограммов в год на душу на-
селения (Агарков и соавт., 2023). Аналитические исследо-
вания прогнозируют, что с 2024 по 2028 год рынок молоч-
ных продуктов будет расти ежегодно на 7,32 %3.

Коровье и козье молоко — одни из самых востребован-
ных видов молока в мире (Hazra et al., 2017). По словам 
бывшего министра сельского хозяйства РФ Дмитрия Па-
трушева, в 2023 году было произведено 33,5 млн тонн 
коровьего молока, что на 1,2 млн тонн больше, чем 
в 2021 г. (Зимняков и соавт., 2023). Годовое производство 
козьего молока остаётся на уровне 236–255 тыс. тонн4. 
Состав и свойства молока во многом видоспецифичны 
(Шувариков и соавт., 2018, Barłowska, et al., 2012). Коро-
вье молоко является наиболее доступным и дешевым 
видом молока. Корова дает гораздо больше молока, 
чем другой молочный скот (~15 л/сут). По сравнению 
с козьим молоком, оно содержит больше железа, серы, 
цинка, молибдена, рибонуклеазы, липазы, щелочной 
фосфатазы и ксантиносидазы. Однако козье молоко со-
держит больше кальция, калия, магния, фосфора, хло-
ра и марганца, и меньше лактозы, что делает его более 
подходящим для людей с недостатком фермента лакта-
зы (Меркушева и соавт., 2005; Golinelli et al., 2014). 

1 
Assembly, G. (2017). Resolution adopted by the General Assembly on 6 July 2017. In Technical Report A/RES/71/313.

2  
FAO. (2023). Contribution of Terrestrial Animal Source Food to Healthy Diets for Improved Nutrition and Health Outcomes–an Evidence and Policy 
Overview on the State of Knowledge and Gaps.

3  
Statista. (2024). Dairy products & eggs worldwide: Statista’s forecast. https://www.statista.com/outlook/cmo/food/dairy-products-eggs/worldwide

4  
Milknews (2023). Что происходит на рынке коровьего молока. https://milknews.ru/longridy/Chto-proishodit-na-rynke-kozego-moloka.html

В современной молочной индустрии наблюдается ра-
стущий тренд на производство продуктов из смеси ко-
ровьего и козьего молока. Такое сочетание не только 
объединяет уникальные питательные свойства обоих 
видов молока, но и обеспечивает достаточно доступ-
ную цену для потребителя. Так же козье молоко как 
обогащающий компонент применяется для создания 
продуктов функциональной направленности (Мель-
денберг и соавт., 2020; Lad et al., 2017). 

Однако в связи с короткими сроками хранения сы-
рого молока, данный вид продукта часто подверга-
ется различным способам обработки: механической 
(сепарирование, гомогенизация и др.), термической 
(пастеризация, стерилизация и др.) и др. (Шегидевич, 
2021; Чарыков и соавт., 2017). Также следует учитывать, 
что идентифицировать подлинный состав молочных 
продуктов, подвергшихся различным этапам техноло-
гических процессов и установить наличие подмены 
молока в продукции из козьего молока и других видов 
домашнего скота, весьма сложно (Lopez-Calleja et al., 
2004).

Борьба с фальсификацией молочных продуктов яв-
ляется высоким приоритетом мирового сообщества, 
поскольку такие продукты потребляются уязвимыми 
группами населения: детьми, беременными женщина-
ми, пожилыми и больными людьми. Употребление под-
дельных молочных продуктов представляет серьезную 
угрозу для здоровья и жизни этих категорий населения 
из-за возможных аллергических реакций и других нега-
тивных последствий (Гильманов и соавт., 2020; Handford, 
et al., 2016). Особое внимание необходимо уделить дет-
ским сухим молочным смесям, предназначенным для 
искусственного вскармливания, поскольку подмена 
одного вида молока другим в данном случае неприем-
лема. Многие потребители отдают предпочтение сме-
сям, на основе козьего молока, поскольку существует 
множество данных о том, что козье молоко в силу сво-
его состава лучше усваивается организмом ребенка 
(Захарова c соавт., 2021). Несмотря на растущую попу-
лярность данных продуктов, до сих пор не существует 
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стандартов, регулирующих проверку молока на его ви-
доспецифичность.

Широкое применение для определения видовой при-
надлежности молочных продуктов получили молеку-
лярно-генетические методы (Гильманов и соавт., 2020; 
Pokorska, et al., 2016). К их числу относится метод про-
стой или симплексной ПЦР (simplex PCR), которая про-
водится с одной парой праймеров (Wang et al., 2020; 
López-Calleja et al., 2004; Hazra et al., 2017). Симплексная 
ПЦР позволяет идентифицировать ДНК как одного, так 
и нескольких видов животных, но для идентификации 
нескольких видов животных необходимо подбирать 
универсальные праймеры, которые после амплифика-
ции дадут ПЦР-продукты разной длины. Однако не всег-
да есть возможность создать универсальные праймеры, 
которые давали бы однозначный результат на электро-
фореграмме, а именно имели бы чётко различимую 
разницу по длине получаемых ПЦР-продуктов. Поэтому 
в качестве альтернативы прибегают к мультиплексной 
ПЦР (Multiplex PCR (M-PCR)), для проведения которой 
требуется одновременное использование несколько 
пар праймеров в одной реакции.

В настоящее время системы мультиплексной ПЦР были 
разработаны для видоидентификации молока и мо-
лочных продуктов из ослиного, верблюжьего, лоша-
диного, козьего и коровьего молока (Deng et al., 2020). 
Предыдущие опубликованные исследования в основ-
ном акцентируют внимание на обнаружении видовой 
фальсификации в сыром молоке (Kourkouli et al., 2024; 
Rodrigues et al., 2012) и/или сыре (Golinelli et al., 2014). 
Число работ, рассматривающих потенциальные про-
блемы идентификации продуктов из молока с различ-
ным уровнем тепловой обработки, чрезвычайно мало. 
В связи с разнообразием продуктового ассортимента 
на рынке в молочной индустрии следует интенсивно 
расширять область применения универсальных спосо-
бов выявления фальсификации в пищевой продукции, 
в независимости от технологических способов ее по-
лучения. 

Целью данного исследования являлось проведение 
сравнительного анализа эффективности методов сим-
плексной и дуплексной ПЦР для определения проис-
хождения молока-сырья и продуктов его термической 
переработки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования 

Сырое козье и коровье молоко, приобретённое на мест-
ном сельскохозяйственном рынке, а также полученные 
на их основе в лабораторных условиях пастеризован-
ное и стерилизованное молоко, кисломолочные про-
дукты на йогуртовой закваске и приготовленные бинар-
ные смеси молочных матриц с различным объёмным 
содержанием молока разных видов. 

Подготовка образцов 
Пастеризованное и стерилизованное молоко

Пастеризацию сырого молока осуществляли при тем-
пературе 90 ± 2 °C в течение 5 минут на водяной бане. 
Стерилизацию молока проводили автоклавированием 
при температуре 121 ± 2 °C и давлении 0,15 МPa в тече-
ние 3 минут в паровом стерилизаторе NB-1100 (N-Biotek, 
Южная Корея).

Кисломолочные продукты  
на йогуртовой закваске

Для получения кисломолочных продуктов использо-
вались жидкие закваски, изготовленные на основе сте-
рилизованного козьего и коровьего молока. В каждый 
тип молока были добавлены культуры микроорганизмов 
из коллекции ФГАНУ «ВНИМИ» Str. thermophilus (штамм 6кб) 
и Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (штамм L37/7). По-
сле добавления культур молоко охлаждали до температу-
ры сквашивания, затем оно инкубировалось при темпера-
туре 40 ± 2 °C в термостате на протяжении ночи. 

При выработке кисломолочных продуктов в предва-
рительно пастеризованное и охлажденное молоко до-
бавляли 5 % жидкой йогуртовой закваски, далее смесь 
вновь подвергалась термостатной инкубации при тем-
пературе 40 ± 2 °C на протяжении 4 часов. По завер-
шении процесса инкубации кисломолочные продукты 
охлаждали до температуры 25–30 °C, тщательно пере-
мешивали и переводили для хранения в холодильную 
камеру, где они сохранялись при температуре 4 ± 2 °C 
на протяжении ночи.

Бинарные смеси 

Из образцов полученных продуктов термической 
 обработки готовили молочные смеси с различным объ-
ёмным соотношением козьего и коровьего молока: 
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100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 10, 5, 
2, 1 и 0 % (козьего молока).

Экстракция ДНК 

Образцы молочной продукции объемом 1 мл (жидкие) 
или 0,5 мл (йогурты) центрифугировали при 10 000 g 
в течении 5 минут с последующим удалением надоса-
дочной жидкости. Полученный осадок использовался 
в качестве источника для выделения нуклеиновых кис-
лот с использованием наборов «ДНК-Сорб-С-М» (ФБУН 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) в со-
ответствии с инструкцией производителя.

Олигонуклеотидные праймеры

Последовательности олигонуклеотидных праймеров 
были заимствованы из работы Deng et al., 2020 (Таблица 1).

Симплексная и дуплексная  
ПЦР-амплификация

Амплификацию специфического участка гена 16S рРНК 
Bos taurus проводили методом ПЦР с помощью видо-
специфических праймеров BT-F и BT-R при темпера-
туре отжига 57 °С. ПЦР-скрининг проводили в 25 мкл 
реакционной смеси, состоявшей из 5 мкл 5хScreen Mix 
(ЗАО «Евроген», Россия), 1 мкл 10мМ праймера BT-F, 
1 мкл 10мМ праймера BT-R, 1 мкл образца ДНК и 17 мкл 
деионизированной воды (ЗАО «Евроген», Россия).

Амплификацию специфического участка гена D-петли 
Capra hircus проводили методом ПЦР с использованием 
видоспецифических праймеров CH-F и CH-R. ПЦР-скри-
нинг проводили в 25 мкл реакционной смеси, включав-
шей в себя 5 мкл 5хScreen Mix (ЗАО «Евроген», Россия), 
1 мкл 10мМ праймера CH-F, 1 мкл 10мМ праймера CH-R, 

1 мкл образца ДНК и 17 мкл деионизированной воды 
(ЗАО «Евроген», Россия).

Реакционная смесь для одновременной дуплексной 
ПЦР-амплификации специфических фрагментов мито-
хондриальных геномов коров и коз методом дуплекс-
ной ПЦР состояла из 5 мкл 5хScreen Mix (ЗАО «Евроген», 
Россия), 1 мкл 10мМ праймера BT-F, 1 мкл 10мМ прайме-
ра BT-R, 1 мкл 10мМ праймера CH-F, 1 мкл 10мМ прайме-
ра CH-R, 1 мкл образца ДНК и 15 мкл деионизированной 
воды (ЗАО «Евроген», Россия).

Амплификацию проводили на приборе MiniAmp 
(ThermoFisher Scientific, США) с использованием следу-
ющей программы: первичная денатурация 95 °С в тече-
ние 5 минут; 35 циклов следующего вида: денатурация 
при 95 °С в течение 15 секунд; отжиг праймеров в тече-
ние 15 секунд при температуре 57 °С; элонгация цепей 
при 72 °С в течение 30 секунд; финальная элонгация 
цепей в течение 10 минут при 72 °С. Теоретически ожи-
даемая длина получаемых ампликонов для Bos taurus 
и Capra hircus составляла 583 и 184 п.о. соответственно.

При этом при проведении ПЦР-анализов всегда исполь-
зовали контроли: отрицательный контроль представля-
ет собой образец, в котором вместо ДНК добавляют воду 
в реакционную смесь, два других контроля — образцы 
с чистой геномной ДНК коровы и геномной ДНК козы, 
выделенных из ушных выщипов жвачных животных.

Аналитический электрофорез

Анализ результатов ПЦР проводили путём разделе-
ния ампликонов в 2 % геле агарозы I (VWR International 
LLC, США), окрашенном раствором бромистого этидия, 
при напряжении электрического поля 7 В/см геля. В ка-
честве маркера длин фрагментов ДНК был использован 
«100+ bp DNA Ladder» (ЗАО «Евроген», Россия). Резуль-

Таблица 1

Характеристики олигонуклеотидных праймеров

Table 1

Characteristics of Oligonucleotide Primers

Ген Праймер Последовательность Размер продукта Локализация

16S рРНК
BT-F 5’-ACCCTCTCGACTAAACAACCAAGATAG-3’

583 п.н. NC_006853.1
BT-R 5’- TGGGGCTAGGAGTTAATCATTTGTTG -3’

D-loop
CH-F 5’- ACTCCACAAGCTTACAGACATGCCA -3’

184 п.н. NC_005044.2
CH-R 5’- GAAGGCTGTATGTCCGCGTTATATG -3’
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таты гель-электрофореза визуализировали с помощью 
системы гель-документирования Vilber E-Box-CX5.TS 
(Vilber, Франция), на трансиллюминаторе Vilber Super-
Bright (Vilber, Франция) с длиной волны 312 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Анализ бинарных молочных матриц 
симплексной ПЦР

На первом этапе проверили пригодность пары прай-
меров BT-F и BT-R для обнаружения целевой последо-
вательности рибосомальной 16S РНК генома Bos taurus 
(корова) методом симплексной ПЦР в смоделирован-

ных в условиях лаборатории модельных смесях козьего 
и коровьего молока, имитировавших различный уро-
вень фальсификации сырья. Аналогично, но уже с ис-
пользованием пары специфических праймеров CH-F 
и CH-R, комплиментарных последовательностям ми-
тохондриального генома Capra hircus (коза), выявляли 
присутствие козьей ДНК в вышеописанных бинарных 
молочных смесях. В молочных матрицах доля приме-
си коровьего молока (v/v) варьировала от 1 до 99 %. 
В ходе анализа электрофореграмм было установлено, 
что праймеры BT-F и BT-R позволяют эффективно выяв-
лять примесь коровьего молока в козьем начиная с 1 % 
как в сыром (Рисунок 1), так и в пастеризованном моло-
ке (Рисунок 2). При этом во всех исследуемых образцах 

Рисунок 1

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов гена 16S рРНК коровы (верхний ряд) 
и D-петли козы (нижний ряд) в ходе симплексной ПЦР) 

Figure 1

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle (Top Row) and D-Loop in Goats 
(Bottom Row) During Simplex PCR

Рисунок 2 
Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов гена 16S рРНК коровы (верхний ряд) 
и D-петли козы (нижний ряд) в ходе симплексной ПЦР 

Figure 2

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle (Top Row) and D-Loop in Goats 
(Bottom Row) During Simplex PCR

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из смесей сырого козье-
го и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 
25, 5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный контроль; «К+» — 
ДНК козы; М — маркер длин ДНК «100 + bp DNA Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from raw goat and cow milk mixtures 
in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, and 0 % 
(goat milk); “K-” — negative control; “K+” — goat DNA; M — DNA length 
marker “100 + bp DNA Ladder.”

Примечание. 1–14 — образцы с ДНК, выделенной из смесей пастеризо-
ванного козьего и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 
85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный 
контроль; «К1+» — ДНК коровы; «К2+» — ДНК козы; М — маркер длин 
ДНК «100 + bp DNA Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from mixtures of pasteurized goat and 
cow milk in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, 
and 0 % (goat milk); “K-” — negative control; “K1+” — cow DNA; “K2+” — goat 
DNA; M — DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”
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с коровьей ДНК наблюдался ампликон с теоретически 
ожидаемым размером — 583 п.н. 

Кроме того, также было определено, что симплексный 
ПЦР-анализ с праймерами CH-F и CH-R высокочувстви-
телен в отношении ДНК козы, и способен определять 
наличие козьего молока (≥1 %) в различных бинарных 
молочных смесях (Рисунки 1–4), поскольку во всех про-
бах с наличием козьей ДНК наблюдался ПЦР-продукт 
видоспецифической амплификации размером 184 п.н. 

Аналогичные результаты были получены при исполь-
зовании симплексной ПЦР для выявления содержания 

коровьего молока в образцах кисломолочных продук-
тов, приготовленных на йогуртовой закваске. Предел 
обнаружения ДНК коровы составил 1 % (Рисунок 3).

Однако при попытке амплификации фрагмента коро-
вьего гена 16S рРНК длиной 583 пары нуклеотидов 
на матрице суммарной ДНК, выделенной из стерили-
зованного молока, продукты реакции не наблюдались 
ни в одном из рассмотренных случаев (Рисунок 4). Ве-
роятно, данный факт связан с сильным повреждением 
молекул ДНК в процессе стерилизации сырого молока, 
приводящей к образованию фрагментов с длиной, не-

Рисунок 3

Электрофореграмма продуктов ПЦР амплификации 
фрагментов гена 16S рРНК коровы (верхний ряд) 
и D-петли козы (нижний ряд)

Figure 3

Electrophoregram of PCR Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle (Top Row) and D-Loop in Goats 
(Bottom Row)

Рисунок 4

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов гена 16S рРНК коровы (верхний ряд) 
и D-петли козы (нижний ряд) при симплексной ПЦР

Figure 4

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle (Top Row) and D-Loop in Goats 
(Bottom Row) During Simplex PCR

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из кисломолочных продук-
тов на йогуртовой закваске из смесей пастеризованного козьего и коро-
вьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1 и 0 % 
(козьего молока); «К-» — отрицательный контроль; «К+» — ДНК козы; 
М — маркер длин ДНК «100 + bp DNA Ladder».

Note. 1–14 — DNA samples extracted from fermented dairy products made 
with yogurt starter cultures from mixtures of pasteurized goat and cow milk 
in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, and 0 % 
(goat milk); “K-” — negative control; “K+” — goat DNA; M — DNA length 
marker “100 + bp DNA Ladder.”

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из смесей стерилизован-
ного козьего и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 
80, 75, 50, 25, 5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный кон-
троль; «К1+» — ДНК коровы; «К2+» — ДНК козы; М — маркер длин ДНК 
«100 + bp DNA Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from mixtures of sterilized goat and 
cow milk in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, 
and 0 % (goat milk); “K-” — negative control; “K1+” — cow DNA; “K2+” — goat 
DNA; M — DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”
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достаточной для синтеза ампликонов требуемой про-
тяжённости. Тем не менее, амплифицированные фраг-
менты генов козьей ДНК были получены и визуально 
детектированы, что подтверждает возможность выяв-
ления продуктов ПЦР меньшей длины. 

Анализ бинарных молочных матриц 
дуплексной ПЦР

Следующим этапом было проведение дуплексной 
ПЦР с одновременным использованием двух пар 
праймеров в одной пробирке для определения от-
носительной чувствительности анализа. ПЦР-продукт 
размером 583 п.н. не наблюдался при использовании 
образцов смесей с минимальным внесением коро-
вьего молока, в то время как бэнды, соответствующие 
целевому продукту с козьего генома присутствовали. 
Однако количество амплифицированных продуктов 
с коровьего генома увеличивалось в ряду анализа 
проб повышения содержания целевой матрицы ДНК 
Bos taurus, что в конечном счете проявилось в виде 
фрагментов теоретически ожидаемой длины, начиная 

с образца 9, соответствующего 50 % примеси коровье-
го молока (Рисунок 5).

Относительный предел чувствительности дуплекс-
ного ПЦР-анализа смесей пастеризованного молока 
составил 10 % объёмной примеси коровьего молока, 
что ниже, чем при симплексной ПЦР (Рисунок 6). На-
против, ампликоны, полученные с митохондриальной 
ДНК козы, были визуально различимы и присутствовали 
в образцах 1–10 на электрофореграммах всех исследо-
ванных бинарных матриц (Рисунки 5–8), что указывает 
на высокую чувствительность дуплексной ПЦР при ам-
плификации козьей ДНК, нижний предел которой со-
ставил 5 % для стерилизованного молока и 1 % — для 
остальных продуктов (Рисунки 5–7). 

По сравнению с ПЦР с применением одной пары прай-
меров ПЦР с двумя парами праймерами демонстри-
ровала более низкую чувствительность и в случае 
кисломолочных продуктов на йогуртовой закваске, 
приготовленных с использованием смесей козьего 
и коровьего молока. Предел обнаружения примеси ко-
ровьего молока составил 10 %. 

Рисунок 5 

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов генов 16S рРНК коровы и D-петли 
при проведении дуплексной ПЦР

Figure 5

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle and D-Loop During Duplex PCR

Рисунок 6

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов генов 16S рРНК коровы и D-петли в процессе 
дуплексной ПЦР

Figure 6

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle and D-Loop During Duplex PCR

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из смесей сырого козье-
го и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 
5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный контроль; «К1+» — 
ДНК козы; «К2+» — ДНК коровы; М — маркер длин ДНК «100 + bp DNA 
Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from mixtures of raw goat and cow 
milk in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, and 0 % 
(goat milk); “K-” — negative control; “K1+” — goat DNA; “K2+” — cow DNA; 
M — DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из смесей пастеризован-
ного козьего и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 
80, 75, 50, 25, 5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный кон-
троль; «К1+» — ДНК козы; «К2+» — ДНК коровы; М — маркер длин ДНК 
«100 + bp DNA Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from mixtures of pasteurized goat and 
cow milk in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, 
and 0 % (goat milk); “K-” — negative control; “K1+” — goat DNA; “K2+” — cow 
DNA; M — DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”
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Далее была проведена дуплексная ПЦР, которая также 
показала, что в данных препаратах ДНК происходит 
только специфическая амплификация фрагмента D-пет-
ли C. hircus (Рисунок 8).

При проведении дуплексной ПЦР на ДНК смесях сте-
рилизованного козьего и коровьего молока предпо-
лагалось, что чувствительность обнаружения козьей 
ДНК останется на уровне 1 %, как и в случае постановки 
симплексной ПЦР. Однако чувствительность оказалась 
ниже и составила 5 %. Возможно, это снижение связано 
с тем, что наличие четырёх праймеров в ПЦР-реакции 
негативно влияет на её эффективность. Результат ам-
плификации коровьей ДНК совпал с тем, который был 
бы получен при использовании одной пары праймеров.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цель текущего исследования заключалась в сравнении 
эффективности современных молекулярно-генетиче-
ских методов (simplex и multiplex PCR) для определения 

видовой принадлежности молока и продуктов на его 
основе, полученных при различных уровнях темпера-
турных режимов. Мы провели анализ проб молочных 
матриц с помощью симплексной и дуплексной ПЦР 
с использованием праймеров на C. hircus и B. taurus. При 
этом условия термоциклирования были идентичны для 
всех ПЦР. После провели разделение полученных ам-
пликонов в геле для выявления наиболее оптимально-
го метода ПЦР. Результаты показали, что по сравнению 
с дуплексной ПЦР, симплексная ПЦР — более эффек-
тивный метод видовой идентификации молочной про-
дуктов. Нами установлено, что использование одной 
или двух пар олигонуклеотидных праймеров оказывает 
значительный эффект на чувствительность методов мо-
лекулярной биологии. Simplex PCR доказала свою на-
дежность, благодаря возможности обнаружения даже 
следовых количеств подмены молока, что критично 
при тестировании молочной продукции. Данный факт 
вероятно связан с тем, что в реакционной смеси про-
исходят конкурирующие процессы олигонуклеотидов, 
приводящие к снижению накопления целевых продук-

Рисунок 7

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов генов 16S рРНК коровы и D-петли в ходе 
дуплексной ПЦР

Figure 7

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle and D-Loop During Duplex PCR

Рисунок 8 

Электрофореграмма продуктов амплификации 
фрагментов генов 16S рРНК коровы и D-петли в ходе 
дуплексной ПЦР

Figure 8

Electrophoregram of Amplification Products of 16S rRNA 
Gene Fragments in Cattle and D-Loop During Duplex PCR

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из кисломолочных про-
дуктов на йогуртовой закваске, полученных из смесей козьего и коро-
вьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 
1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный контроль; «К1+» — ДНК 
козы; «К2+» — ДНК коровы; М — маркер длин ДНК «100 + bp DNA Ladder»

Note. 1–14 — DNA samples extracted from fermented dairy products made 
with yogurt starter cultures from mixtures of goat and cow milk in the 
following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, and 0 % (goat 
milk); “K-” — negative control; “K1+” — goat DNA; “K2+” — cow DNA; M — 
DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”

Примечание. 1–14 — образцы ДНК, выделенной из смесей стерилизован-
ного козьего и коровьего молока в соотношениях: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 
80, 75, 50, 25, 5, 2, 1 и 0 % (козьего молока); «К-» — отрицательный кон-
троль; «К1+» — ДНК козы; «К2+» — ДНК коровы; М — маркер длин ДНК 
«100 + bp DNA Ladder».

Note. 1–14 — DNA samples extracted from mixtures of sterilized goat and 
cow milk in the following ratios: 100, 99, 98, 95, 90, 85, 80, 75, 50, 25, 5, 2, 1, 
and 0 % (goat milk); “K-” — negative control; “K1+” — goat DNA; “K2+” — cow 
DNA; M — DNA length marker “100 + bp DNA Ladder.”
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тов амплификации при мультиплексной ПЦР (Kalle, et al., 
2014). Существует риск неспецифического связывания 
одноцепочечных ДНК, который может привести к ам-
плификации димеров праймеров и снижению чувстви-
тельности. Например, Hird et al. (2006) сосредоточили 
своё внимание на оценке взаимосвязи скорости ам-
плификации и размере ампликонов, получаемых с пи-
щевых матриц. В ходе эксперимента было обнаружено, 
что, хотя малый размер ампликонов и увеличивает ве-
роятность амплификации, но одновременно повышает 
риск появления неспецифических продуктов реакции. 
Полученные результаты подтвердили наше предполо-
жение о том, что методы молекулярной генетики опти-
мальны для обнаружения специфических генетических 
локусов в продуктах, вырабатываемых из молока. Осо-
бо интересным оказался результат ПЦР при анализе 
стерилизованного молока, где мы наблюдали амплифи-
кацию только коротких фрагментов ДНК. Влияние про-
цессов нагревания молока на деградацию нуклеиновых 
кислот требует дальнейшего изучения.

По мнению ряда авторов, развитие и апробация со-
временных молекулярных методов анализа становит-
ся приоритетным и перспективным направлением для 
подтверждения подлинности товаров народного по-
требления (Lopez-Calleja et al., 2004; Golinelli et al., 2014; 
Galal-Khallaf et al., 2021). Среди таких методов наиболь-
шее распространение получили подходы, основанные 
на полимеразной цепной реакции с использованием 
одной или нескольких пар олигонуклеотидных прайме-
ров, таких как симплексная, дуплексная и мультиплекс-
ная ПЦР, которые позволяют амплифицировать целевые 
генетические маркеры (De et al., 2011; Guo et al., 2018; 
Lopez-Calleja et al., 2004; Galal-Khallaf et al., 2021). Класси-
ческими примерами таких маркеров, широко использу-
емых в молочной и мясной промышленности, являются 
рибосомальные гены, например, 12S и 16S рРНК, ко-
торые играют ключевую роль в процессах транскрип-
ции клеток (Tuncay et al., 2022). Применение гена 16S 
рРНК особенно распространено в филогенетических 
исследованиях благодаря его наличию во всех кле-
точных формах, высокой консервативности функций, 
чередованию консервативных и вариабельных участ-
ков внутри гена, а также отсутствию горизонтального 
переноса этого гена между организмами (Stackebrandt, 
2009). В научных трудах по вопросам аутентичности 
молочного сырья также часто используется митохон-
дриальная ДНК, включая гены cytB и D-петлю, послед-
няя из которых, благодаря своему высокому уровню 

изменчивости, обладает особой ценностью для этих ис-
следований (Putri et al., 2019). Например, в работе Deng 
et al. (2020) для исследования фальсификации сырого 
молока разных видов и продуктов его термической об-
работки были использованы митохондриальные мише-
ни, такие как 16S рРНК и D-петля. Исследования про-
водились при температурных режимах пастеризации 
62–65 °C в течение 30 минут и стерилизации 135–150 °C 
в течение 2–6 секунд. В отличие от их подхода, в нашем 
исследовании использовались иные температурные 
режимы: пастеризация при 90 ± 2 °C в течение 5 минут 
и стерилизация при 121 ± 2 °C в течение 3 минут. Кроме 
того, был проведён анализ кисломолочных продуктов, 
полученных на основе молока, прошедшего описанную 
выше термическую обработку.

Результаты проведенного исследования демонстри-
руют, что при дизайне и подборе олигонуклеотидных 
праймеров для успешной амплификации фрагментов 
видоспецифических молекулярных маркеров обяза-
тельно следует учитывать размер ампликонов при раз-
работке тест-систем для идентификации видового со-
става термически обработанных молочных продуктов 
Также полученные данные подчеркивают важность 
учета комплексной переработки молочного сырья 
при установлении нарушений технологии производ-
ства, поскольку высокотемпературные режимы могут 
оказывать негативное воздействие на нуклеиновые 
кислоты. Разработка панели праймеров, позволяющей 
амплифицировать участки митохондриальных геномов 
жвачных животных длиной около 100 п.о. позволит по-
высить чувствительность дуплексной ПЦР и получить 
сравнимую с симплексными системами эффективность 
реакции. Кроме того, особое внимание стоит уделить 
различным способам тепловой обработки молочного 
сырья: диапазон температур, продолжительность вы-
держки и охлаждения, а также другим значимым техно-
логическим параметрам, используемым при производ-
стве молочных продуктов.

Одним из ключевых ограничений данного исследова-
ния являлся узкий выбор температурных и временных 
параметров, использованных для выработки молоч-
ных продуктов. В дополнение к этому молекулярное 
тестирование проводилось с помощью пар прайме-
ров, способных амплифицировать только ПЦР-про-
дукты размером 184 п.н. и 583 п.н., что не позволяет 
учитывать потенциальные риски возникновения лож-
ноотрицательных, ложноположительных результатов 
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ПЦР при синтезе фрагментов большей или меньшей 
протяженности. В связи с этим заслуживает внимание 
проверка молочного сырья с использованием олиго-
нуклеотидных праймеров, позволяющих синтезировать 
фрагменты длины, отличной от вышеописанных. Несмо-
тря на данные ограничения, мы убеждены, что резуль-
таты демонстрируют основные проблемы анализа тер-
мически обработанных молочных продуктов и способы 
их преодоления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данное исследование подтверждает эффективность 
применения молекулярно-генетических методов, 
в частности ПЦР (simplex и duplex), для видовой иден-
тификации молочных продуктов, подвергшихся различ-
ным видам термической обработки. Чувствительность 
simplex ПЦР оказалась выше по сравнению с duplex 
ПЦР, что делает её предпочтительным методом для 
обнаружения малых количеств примесей молока дру-
гого вида. Важно отметить, что стерилизация молока 
вызывает значительное разрушение ДНК, что услож-
няет амплификацию более крупных фрагментов генов, 
что подтверждает необходимость разработки более 
устойчивых методов анализа для таких проб. Предло-
женные молекулярно-генетические методы могут быть 
эффективно использованы для выявления фальсифика-
ций в молочных продуктах, что является важным шагом 
для защиты прав потребителей и обеспечения подлин-
ности продукции на рынке. Разработанные подходы 
могут быть внедрены в практику как при контроле про-
изводства молочных продуктов, так и для разработки 
новых стандартов по видовой идентификации в молоч-
ной промышленности.

Для дальнейшего совершенствования методов необ-
ходимо сосредоточить внимание на разработке более 
чувствительных тест-систем, которые будут использо-
вать панели праймеров, способных амплифицировать 
короткие фрагменты ДНК, что обеспечит более высокую 
точность и надёжность при анализе. Также перспектив-
ным направлением дальнейших исследований является 

изучение влияния различных технологических параме-
тров производства на фрагментацию ДНК, что позволит 
улучшить существующие методы контроля подлинно-
сти молочных продуктов и расширить возможности их 
применения в промышленности.
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