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z zajKladn Fizjologii Roz.rodtr i sztucznego Unasieuiatlia Z,wie|,ząI Instytutu zootechniki
w Bali(!il(:}r l(. KrakoNa

Liofilizocjo - perspektywiczno metodo konserwocji
nosienio zwier zqt ?.

Wpr,owa,dzenie do pł,aktyki hodowli zwietząt
meto,dy zamrażani,a nasiertia miało ogrom,ne
znaczente dla zwiększenia pr,odukcii w tej dzie-
dzinie gospo,darki. Dzięki opanowaLniu i ]^/pro-
wadzeniu tei meto,dy ctro praktyki, mozliwym
było szerokie uzycie buh,ajów sprawdzon;r,ch, co
z kolei pozwoliło uzyskać szybki postęp ho,d,o-
wIany.

Jedn,akże sposób konserwacii nasienia przez
mrożenie i przechowywanie w ciekłym azocie
posiada też szereg cech uj,emnvch. Główną nie-
dogodnością iest vrysoki koszt metocly. Składrr
się na to przede wszystkim koszt naczyń krio-
g eniczycir (konterierów) do przech,owyrvania- oraz
transportu nasienia i ciekłego azotłr. Krai,e o
śred_nim i niskim poziomie technicznego zaa,wan-
sowania 7 yę:guł! rrie są w stanie podiać u sie-
bie produkcii tego sprzęiu, a więc muszą opie-
rać się na imporcie. Frodukcja ciektrego azotu
iest ,iuż szerzei rozpowszechniona, niemniei nie-
które kraje stale o,dczuwaią jego nied,obór. ,a są
i takie, które in-rpo,rtują ten śilodek chło,dzą,cy.
użvcie ciek turze minus
196oC,iako k eqo stwarza
również szet h dotyczących
BHP perslonetru zatrudnionego w całvm cyklu
produkcyjnym: o,d lńoratorium w s+"a,cii una-
sie-niania poprzez banki nasienia, transport az
do inseminatorórv w terenie.

Dlateqo też każde nowe Tozwiąza,nie elirni-
nujące lub chociażby ograni,czające ,uzycie sp]rzę-
tu krioqeniczego i ciekłych gazów z ,ie,d,nei stt,o-
ny, a zapevu,niaj ące warunki,długotrlvałego prze-
chowywania i no;rmalnej pło,dności z d,ruqiei -stan,owiłoby w hodowLi koleirry krok w kierun-
ku uproszczenia i obrriżenia k,os,ztóur pracy.

Ostatrn,ie doniesienia ,dcltyczące prac nad za-
qadnieniem liofilizacii plemników wydaia się
budzić pewne nadzieie na oczekirł-any postęp w
dziedzinie konserwac,i i n,asienia.

Liofilizacja jest metodą konserwacji, polegaiącą na
zamnożeniu a następnie od-wodn,ieniu (wysuszeniu) ma-
teriału drogą sublimacji lodu. Schematycznie p,roces tetr
przebiega w sposób następujący (ryc. 1):

1. materiał jest zamrażany w warunkaclr normalnych
(ciśn. atm.),

2. zamrożony materiał jest poddawany pro,cesowi od-
wodnienia. W tym celu umieszcza się go w komo,rze o
obniżonej prężnośei pary rł,o,dnej, do której do-starc,za
się następnie ciepło, Warunki te powodują sublimację
lodu w parę wodną, która jest usuwana albo drogą
kondensacji na ozie,bionej powierzchłTi albo jest chemi-
cznie pochłaniana względnie odpompowyr,vana z ko-
mory,
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3, po uzyskaniu odporł"iedniegtl stopnia odlvodnjenia
nateriał jest umieszczony w lrelmetycznym opakolva-
niu i moŻe blrf p1,2ęgh6,11,Ywan1, rł, zalezności od potrzeb
albo rv temperaturze pokojo."vej lub rl. temperatul,ze
obniżo,nej.

Ryc. 1. Schemat urządzenia do liofilizacji
objaśnienia: 1 : kolTore; 2 : kondensol,; 3 - tiolilizowana

próbka; 4: podsla\^Ika;5: gfzałka;6: za\^Iór; ?: pompa
proZnlou,a.

Rozpowsz,echniona szer,oko w kornserwacji
żywu-rości, falmaceutyków, plepat,atów histolo-
gicznych itp., liofilizacja charakteryzuje się rra-
stępującymi walorarni :

1, zachowanie cech ftzyczno-chemicznych i
biologicznych materiału,

2. zacho,Wanie l,łr znacz;nym stopniu pierwot-
nej mikriostruktuly,

3. duża stabilność liofilizorwarrego produktu
w róznvch warunkach otoczenia przy odpowied-
lrim opakowaniu,

4. łatwość transportu i magazynowania,
5. łatwość odtwarzania wartości początkorvej

mąterj.ału przez dodanie wody lub irrnych roz-
puSZcZalników,

Z dcltychczaso,,vych badań wynika, że ,o ile
bi,ologiczrry maieriał nieożywiony konserwuje
się łatrvo przy zasto,s,owaniu tej metody, o tyle
przypadki u,danej liofilizacji ]<omórek żywych
nalezą jeszcz.e do rzadkości. Do ltczby tych ro-
dzajów komórek, które udało s,ię już ,sX<utecz-
nie zliofilizować mależą plemniki zw,ierząt,
zwłaszcza nasienie buhaja.

Pieru,sze doniesienie o próbie liofilizacji plemników
pojarł,iło się w 1949 r,. P,olge, Smith i Parkes (cyt. z:a
3) liofilizowall plemniki koguta tozcieitczone płynem
Ringera z 300lo zaw,artością gliceryny. W p,rzypadku od-
ciągnięcia 85-900/o wody w procesie suszenia uzykali
500ń plemników ruchliwych w nttsioniu ocerrlianym bez-
pośrednio po zakońc,zeniu procesu. Natomiast po 2 go-
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dzinach przetrzymyurania w temperaturze pokojorł,ej
plemniki ginęły.

W 1954 r. Sherman (9) Ilofilizując plemniki ltldzkie w
obe,cności gliceryny nie uzyskał pozytywnego ,"vyniku.
Autor stwierdza, że wysolka łloncentracja glicelTny
urrieruchamia, ,a zflacvne odciągnięcie lł,ody niszcz,y
pIemniki.

Leid]. (6) w 1954 r. obserrvował obumieranie plemni-
kórvww 95o/orvody
nego nasi uprzednio
kiem cytr z l0glo za
ceryny. W miarę suszenia w na-
sieniu wzrastała, co zdani ddzia-
ływało na plemniki. Prób przed
rozpoczęciem liofilizacji lnie po-wiodła się.

czcri u procesu liofilizacji.

klomórek,

porvodzeniem,
W 1958 r. Albright i rvsp. (1) stosując natychmiastołłle

o,Jtrł,arzanie obserwowali 5-100/o plemników o ruchu
postęp,orł,ym w nasieniu buh,aja rozcieńczonym pełnym
mlekiem z 100/o dodatkiem gliceryny i liofilizowanym
ptzez 45 min.

Meryman (cyŁ. za 3) doniósł w 1960 r. o pozytywnym
,wynikr_t liońjiizacji plemników buhaj,a przeprowad.zo,nei
bez udziału gliceryny jako czynnika ochronnego. Zl\oti-
Iizo.,vane płóbki nasienia o zawartości wody szacowa-
nei na 87o doibrą tychmia-
sto,ł}rm od o 24go przetrzy-
mywania jedyni ści i ten
stan utrzymyr,vał się do 6 dni, W próbie biołogicznej je-
dna j<rorva zo,stała zapłodniona. Inni badacze chcąc wy-
p,róbowaó podaną technikę,nie uzys'kali pozytyr,vnych re-
zultatór,v. Również Mełyman i Kafig (7) w 1963 r, do-
nieśli o nieudanej próbie pr6fy7ierdzenia tego ,"vcześniej-
szego,,pozytywnego wyniku.

W 1960 r. także Anderson i Merilan (cyt. za 3) Iiofili-
zowali plemniki buhaja. Zasto,so,wali oni różne sposo]oy
postęp,owania lżyw,ając nasienia nie r,o,zc\eńczonego i
rozcieńczonego różnymi lrozrzedzalnikami oraz sto,su-
jąc różne sposoby o,dwodnienia zamlożonego materiału.
trVypróbowali też technikę podaną przez Juszczenkę w
1957 r. Jednakże żadna kombinacja nie dała pozytyw-

,r,vysokiej koncen-
szonej pró}:ce.

'ijo,łi,''i' 
"?!""rłJ3:, że oclciagnięcie z

prób
W (8) dzjli

prób prz etcd
Leid dna dała
pozy ni. gli-
ceryny w czas,ie suszenia daje woskcpodobną pozosta-
łość, która potem rozprłszcza się z dużą trudnością w
cz;asie odtwarzańa. Metoda Juszczenki usuwania glice-

uje tego problemu. Jednocześnie obser-
przy użycilt mikros)<opu elektronowe-
w czasie lio ilizacji uszko,dzeniu ulega

błona cytopla zmatyczna plemnil<a.
ej przerwie rv 196? r. Singh i Roy (cyt. zla 3)
zul i ązek p,omi ędzy lso zcteńczalnlkami cytry-
łtkowym i mlekowyrn z do,datkiem (7%) lub

bez dodatku gliceryny a temperaturą jaką posiadała
próbka przed liofilizacją: łSoC, +20oC i -40oC. Naj-
Iepsze wyniki osiągnęli przy użyciu rozcieńczalnika
cytrynianowo-żółtkorvegb bez doCatku gliceryny ]i temp.
próbki 1,ynoszącej -l-5oC. Naiwyższa ruchliwość po lio-
tilizacji w},nosząca średnio 20,10/o uzyskana 1lyN2 po
osiągnięciu całkowitego rł,ystl,szenia próbki (ocenianego
rł,zrokow,o). W badaniach tyeh nie próborł,ano przetrzy-
mywać nasieniia i nie przepr"owadzilno też testu biolo-
gicznego.

Z,analizy,wymienioneg,o,wyże j przeg]ądu prac
nad ]iofilizacią plemników można wyciągnąć
przypuszczenie, Że główną przpczyną niepowo-
dzeń była oibecn,ość gliceryrry w śro,d,owisku. W
trakcie susz,enia gl,ice,ryna -w ,p,o]straci woskopo-
dobnej pozo,stałości olacza komó,rki, nie wysy-
cha, a w czasie postępuiące€ło procesu liofiłiza-
cji jei korrcenfuacja wzrasta. W rezultacie pow-
staie o o białdzo niekorzystnym stosun-
ku t w swoim ,stęzeniu gliceryny ,do

łyysuszonych komór.ek i inny,ch neutfalnych
sub,stancj i r,ozcieńczalnika.

Biorąc to pod uwagę Graharn z z€,społ€m wsrpół-
pr,ac,owniików z Uniwersytettt Minnes,ota (USA)
zr,e), ,stośowani,a gliceryny ,iako środ-
ka g,o i wproweidzlli,rozc|eńczalnik,
którego głównymi ls je,st substancja
o nrazwie Tnis oraz kurzeg,o. Iiom-

" 
pleksowe badania podięte ptzez ton zespół pra-
cowników dały w 7974 r. (3) jedno urodzorre
dielę po nasieniu liofilizowanym, zawiera,iącym
120/o wody, a w 1976 r. dalsze_sukcesy przedsta-
wlone na Międzynar,odowym Kongresie Rozrodu
i Sztucznego Una,sieniania ZwieT ząt lv Kirrakowie
(5). Autorzy tego ,os,tatLrrie,go eksperynentu Lar-
son i Graham użyli do badań nasienia buhajów
r ozcięńczoTlego T ozrzedzalnikiem z awieraj ącym
Tris, cytr5l,nian s,odu i żotrtko iaja kurzego, o
pH 7,2. Nasie,nie zayrvażall w kuleczkach o oibję-
tości 0,025 mI na suchym tro,dzie. Partie kuleczek

w komorze
. Po trze,ch
0ło wody, a
e,tapie część

pTóbek ciekłeg pozos-
tałe poi 0"C nie jąc su-
szejr*ia. dn,iach kiedy
próbki zawierały juz śladowe itrości w,ody prze-
rywano pr,oces ,odrvadni,ania i pozostawiano je
w temperatarze aŁoczenia (ok. 25"C).
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Rozrnrażairr,ie przeprowa,dzar:r,o w t:oztworzę
cytrynianu sodu w łaźni rvodrrej o temperaturzeqąo^
() l \J.

Ruchliwość nasienia nie ulegała zmianie w
miarę poŃępującego suszenia az do p,oziomu 30%

razy aspar, nie zmieniał się do 0,5 proceniowej
zawartości wody w plemnikach

Do inseminacji stosowano ,d,awki o obi. 2 nrl,
zawie,rające 160 mln plemników. Ogółem una-
sieniono 65 krów nasieniem o róznym stopniu
wystrszenia. Wyniki prze,dstawi,a tab. 1.

Tab. 1, Wyniki badań Larsona i Grahama (5)

Ciąże uzyskane po inseminacji nasieLtriem za-
wierającym 50,25 i 70/o wody ,dowodzą, że z,dol-
rrość do zapłodnienia plemników poddanych
znacznernu o,dwodnieniu jest zjawiskiem real-
nym ,i porl,rtarzalnym. Natomiast je,dna ciąża
uzyskanra p,o urrasienieniu 3 krónv nasieniem pra-
łVie cał,ko,wicie wysuszonym i w dodatku prze-

IIABIłDA J., MALIKOVA M.: Trlvałośó pozostałości
penioyliny w tkankach cieląt po pozajelitorvym, la-
czniczyrn podaniu preparatu Prokain-pelrieitin G inj.
ad usum vet. (Pretravavani rezidui penicilintr v orga-
nismu tetrat po parenteralni lecebne aplikaci pripravku
Prokain-Perricilin G inj. ad usunr vet,). Vet. llled. (Pra-
ga) 21. 161-166, 1976 (3).

Drvoma dyfuzyjnymi metodami określono zarvartość
penicyliny lł, tkankach 15 szt. cieląt po jednorazoulynl,
domięśniorvym podaniu Prokain-Penicillin G (Spofa)
inj. ad us. t,et. w dawce 25 000 j. m. na 1 kg \,vagi cia-
ła. Do badań jako drobnoustrojóu, testowych użyto l]
muzealne szczepy: Bac. subti]is (ATCC 6633), Sarł:irra
Iutea (ATCC 934l) i Micirococcus flavus (ATCC l9240).
Ilościowe określenie penicyliny l,v próbkach odczyty-
wano z krzyrł,ę; standardowej. Obie zastcsorłlane meto-
drt były mniej więcej jednakowo czułe, a z drobnoustro-
jólv testowych najbardziej przydatny okazał się Mic-
rococcus flavus.

Po 2, 3, 5 i 20 dniach od podania antybiotyku u wszy-
stkich doświadczalnyclr cieląt (po dwa rv każdej gru-
pie) v",yniki były dodatnie, po 10 dniach antybiotyk
stu,ierdzono tt 3 cieląt na 4 badanycir. a po 15 dniach
u 2 szt. cieląt na trzy badane. Najczęściej penicylinę
stwierdzano w wątrobie, nerkach i rv tkance nrięśnio-
wej rv miejscach iniekcji. Najwyższe stężenie antybio-
tyku było w miejscu iniekcji, a najniższe rv rdzenirt
kręgor,vvm. W tkarrce mięśniorvej (oprócz miejsc iniek-
c,ii) strvierdzono llierviell<ie ilości antybiot,vl<u nar,vct je-
szcze po upływie 20 dlri ocl podania, Oblób]<a l<ulinilr-
na (gotowanie i pieczenie) i technologiczna (solenie

602

chowywanym ptzez 1 miesiąc ;w ten]peraturze
25'C byla dla samych autorów dużym zasko,cz,e-
niem, Ich zdaniem, ze wzglę,du na małe liczeb-
ności, próby te muszą być porvtóTzone ), zwe-
ryfikowane.

Jak rvidać z powyższego plzeglądu w 28 1et-
niej historii badari nacl ]iofiliz,acją plemników do
1974 r. nie uzvskano obscrwowaneg.o postępu.
Dopiero badan,ia amerykańskie prowadzone na
przcstrzeni ostatnich 3 lat przyrriosły obie,cu-
jące rezu.ltaty. Po,r,vtarzŁilne przypadki zacieleń
krów po nasieniu Iiofilizo,r.ł,anym lokują nadzie-
ję opano,wania tei tecluriki na skalę praktyczną
przez ośro,Cki load,alvcze ilajbardziej obecnie za-
awanscwane. Z drrrgiei strony wyrriki te wply-
wają nie,,1,1ątpliwie na ozywierrie prac badaw-
czy,ch w t5,nr kierlrnku podejmowanych przez
lab,oratoria innych kraiółv. W tej atmosferze
rczwój liofilizacji jako nowej. perspektywicznej
metody konserrvacji nasienia moze się stać,spra-
1Vą realną.
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pc:nicylinę. Autorzy polecir,ją okles kalreneji dla badane-
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GĘ]EEF{ D., MOOE E, M.: Ivi]ływ narkozy na poziom
progesteronu i kortyzolrr w plaźnie krwi obwodowej
orviec. (The influence of arraestiresia on tlre concentra-
tions of płcgesterone antl cor|,isol in peripheral blootl
plasrnł of slieep), Res. vet. Sci, 22, L22-|2g, 1977 (1).

Zrrieczulallie ogóIne ri,yrviei:r ...ipłyrv la pozionr hor,-
nonórł, slelydolvych i goirac1.otropin u wielu gatunkó,,v
z:vi<:rząt, Wpłyl.ł/ hairltzrnu i pentabarbitonu sodowego,
slosorvanJlg|i łączrrie lub or,]dzielnie na zp^lvartość p::o-
gosterorrir i kort},zolu .v p,l-aźmie pr;łebadano na 10
owcach poddanycłr hystelektomii ,lłl Iutealnei fazie cyk-
lu płociowego. Grupę kontrolną stanowiło 5 owiec.
Zlvi.erzęta z gtLlpy A otrzymaty ;:entabarbiton sodowy
d.ożylnle ,lv darł,ce 25 mg/kg, a rrastępnie zastcsowano
nar,l<ozę lłlzie,tvną przy użyc:,,l. halotanu (1,B0/o lralotanu
gl p3rvietrzu l,ł,d)zclranym). łV Brupie B narkozę wywo-
łano i podtrzyrnywano halotanem, zaś w grupie C sto-
sowano ,"i,, tym celu pentobar,bi.ton sodclvy. Krew do
badań pobierano na 30 inintri przed narkozą oraz po
0, 5, 30, 60 min. i 4,24, i 30 godz. po narkozie. U wszy-
stkich o-wiec pod_danych narl<ozie ,u.iystępołva-ł wzrost po-
ziomu progesteronu i kor'l,yzohr r,r,, plaźmie po około
godzinie od chwili 1,,,ystąpienia narkozy. W grupie A
ten wzrost był statystycznie znlmietrny, w grupie B

mie povlracał do welltości r,vyjściornlych.
G.
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