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Liofilizacja - perspektywiczna metoda konserwacji
nasienia zwierzqt ?

Z Zakladu Fizjologii Rozrodu i Sziucznego Unasieniania Zwierziyt Instytutu Zootechniki
w Balicach k. Krakowa

Wprowadzenie do praktyki hodowli zwierzat
metody zamrazania nasienia mialo ogromne
znaczenie dla zwiekszenia produkeji w tej dzie-
dzinie gospodarki. Dzieki opanowaniu i wpro-
wadzeniu tej metody do praktyki, mozliwym
bylo szerokie uzycie buhajow sprawdzonych, co
z kolei pozwolilo uzyskaé szybki postep hodo-
wlany.

Jednakze sposéb konserwacji nasienia przez
mrozenie i przechowywanie w cieklym azocie
posiada tez szereg cech ujemnych. Gléwna nie-
dogodnoscig jest wysoki koszt metody. Sklada
sie na to przede wszystkim koszt naczyn krio-
geniczych (konteneréw) do przechowywania oraz
transportu nasienia i cieklego azotu. Kraje o
srednim i niskim poziomie technicznego zaawan-
sowania z reguly nie sa w stanie podjaé¢ u sie-
bie produkeji tego sprzetu, a wiec musza opie-
ra¢ sie na imporcie. Produkcja cieklego azotu
jest juz szerzej rozpowszechniona, niemniej nie-
ktore kraje stale odczuwaja jego niedobdr, a sg
i takie, ktore importuja ten érodek chlodzacy.
Uzycie cieklego azotu o temperaturze minus
196°C jako czynnika konserwujacego stwarza
rowniez szereg frudnvch problemow dotyezacych
BHP personelu zatrudnionego w calym cyklu
produkecyjnym: od laboratorium w stacji una-
sieniania poprzez banki nasienia, transport az
do inseminatoréw w terenie.

Dlatego tez kazde mowe rozwigzanie elimi-
nujace lub chociazby ograniczajace uzycie sprze-
tu kriogeniczego i cieklych gazéw z jednej siro-
ny, a zapewniajace warunki dtugotrwalego prze-
chowywania i normalnej plodnosci z drugiej —
stanowiloby w hodowli koleiny krok w kierun-
ku uproszczenia i obnizenia kosztéw pracy.

Ostatmie doniesienia dotyczace prac nad za-
gadnieniem liofilizacji plemnikéw wydaja sie
budzié pewne nadzieje na oczekiwany postep w
dziedzinie konserwacji nasienia.

Liofilizacja jest metoda konserwacji, polegajgca na
zamrozeniu a nastepnie odwodnieniu (wysuszeniu) ma-
teriatu drogg sublimacji lodu. Schematycznie proces ten
przebiega w sposéb nastepujacy (ryc. 1):

1. material jest zamraZzany w warunkach normalnych
(cid$n. atm.),

2. zamrozony material jest poddawany procesowi od-
wodnienia. W tym celu umieszcza sie go w komorze o
obnizonej preznosci pary wodnej, do ktérej dostarcza
sie nastepnie ciepto. Warunki te powodujg sublimacje
lodu w pare wodna, ktéra jest usuwana albo droga
kondensacji na oziebionej powierzchni albo jest chemi-
cznie pochlaniana wzglednie odpompowywana 7z ko-
mory,
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3. po uzyskaniu odpowiedniego stopnia odwodnienia
material jest umieszczony w hermetycznym opakowa-
niu i moze byé przechowywany w zaleznosci od potrzeb
albo w temperaturze pokojowej lub w temperaturze
obnizonej.
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Ryc. 1. Schemat urzadzenia do liofilizacji
Objasnienia: 1 = komora; 2 = kondensor; 3 == liofilizowana

probka; 4 = podstawka; 5 = grzatka; 6 = zawor; 7 = pompa
prozniowa,

Rozpowszechniona szeroko w konserwacji
zywnosci, farmaceutykéw, preparatéw histolo-
gicznych itp., liofilizacja charakteryzuje sie na-
stepujacymi walorami:

1. zachowanie cech fizyczno-chemicznych i
biologicznych materiatu,

2. zachowanie w znacznym stopniu pierwot-
nej mikrostruktury,

3. duza stabilno$é¢ liofilizowanego produktu
w roznych warunkach otoczenia przy odpowied-
nim opakowaniu,

4. Yatwo$¢ transportu i magazynowania,

5. latwosé¢ odtwarzania wartosci poczatkowe]
materialu przez dodanie wody lub innych roz-
puszczalnikow.

Z dotychczasowych badan wynika, ze o ile
biologiczny material nieozywiony konserwuje
sie latwo przy zastosowaniu tej metody, o tyle
przypadki udanej liofilizacji komérek zywych
nalezg jeszcze do rzadkosci. Do liczby tych ro-
dzajow komérek, ktére udalo sie juz skutecz-
nie zliofilizowaé¢ mnalezg plemniki zwierzat,
zwlaszeza nasienie buhaja.

Pierwsze doniesienie o probie liofilizacji plemnikéw
pojawilo sie w 1949 r. Polge, Smith i Parkes (cyt. za
3) liofilizowali plemniki koguta rozcienczone plynem
Ringera z 30% zawartoscig gliceryny. W przypadku od-
ciggniecia 85—90% wody w procesie suszenia uzykali
50% plemnikow ruchliwych w nasieniu ocenianym bez-
poérednio po zakoniczeniu procesu. Natomiast po 2 go-
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dzinach przetrzymywania w temperaturze pokojowe]
plemniki ginely.

W 1954 r. Sherman (9) liofilizujgc plemniki ludzkie w
obecnosci gliceryny nie uzyskal pozytywnego wyniku.
Autor stwierdza, ze wysoka koncentracja gliceryny
unieruchamia, a znaczne odciaggniecie wody niszezy
plemniki.

Leidl () w 1954 r. obserwowal obumieranie plemni-
kéw w wypadku odeiagniecia 95% wody z liofilizowa-
nego nasienia rozeiefczonego uprzednio rozrzedzalni-
kiem cytrynianowo-zottkowym z 10% zawartodeia gli-
ceryny. W miare suszenia koncentracja gliceryny w na-
sieniu wzrastala, co zdaniem autora toksycznie oddzia-
lywalo na plemniki. Préba oddzielenia gliceryny przed
rozpoczeciem liofilizacji nie powiodla sie.

Bialy i Smith (2) w 18957 r. zamrazali nasienie buha-
ja w obecnoscel rozeienezalnika eytrynianowo-zollkowe-
gn z 7.5% dodatkiem gliceryny, a nastepnie suszyli do
réznyen zawartodel wody. Przy 40% pozostalej w nasie-
niu wody ruchliwoéé plemnikdw wynosila rednio 11.5%
to znaczy tyle samo ile w nasieniu nie suszonym. Ru-
chliwnéé ta obnizala sie w miare suszenia i przy Ta%
odeiagnietej wody wynosila 4,1%, a przy 95% tylko nie-
liczne plemmiki wykazywaly ruch. W dodwiadezeniu
tym odiwarzanie odbywalo sie natychmiast po zakon-
czeniu procesu liofilizacji.

W tvm samym rolu Sherman (10) przeprowacdzil lio-
i je. tym razem plemnikdw buhaja, ymieszanych z
zoltkiem jaja kurzego i 7.0% dodalkiem gliceryny. Autor
doszed! do wniosku. ze powodem obumierania plemmni-
kéw byl sposdb 1 szybkoéé suszenia, wysoka koncen-
tracja gliceryny i soli w suszonej probce oraz sposab
i szybkod¢ wprowadzania wody w procesie adiwarzania
komoérek.

W tym samym réwniez roku Juszezenko (4) donidst o
skutecznych prébach liofilizacji plemnikéw buhaja,
tryka i krolika. Autor stosowal rozeieficzalniki z rozng
zawartoseia gliceryny (7 do 20%), ktéra nastepnie usu-
wal # rozeieficzonego nasienia przed rozpoczeciem pro-
cesu liofilizacii. Wysuszone probki plemnikéw buhaja
byly przechowywane przez 18 do 20 miesiecy powyzej
temperatury zamarzania i po odtworzeniu zawieraly ko-
mavki zywe, Jest to jak dotad jedyny zrelacjonowany
w literaturze przypadek przechowywania nasienia zlio-
filizowanego w femperaturze wyzszej od punktu za-
marzania przez okres dluiszy niz wynosi czas przezywa-
nia nie zamrozonych koméorek, Autor nie nrzeprowadzil
proby inseminacji kréow tym nasieniem. Test plodnosci
przeprowadzil natomiast na zliofilizowanym nasieniu
krélika uzyskujge 12 miotéw normalnie rozwinietego
potomstwa, Powyzsze wyniki nie zostaly niestely pow-
torzone przez autora, a proby sprawdzenia fej techniki
podeimowane przez innyeh badaczy zakonczyly sie nie-
powodzeniem.

W 1958 r. Albright i wsp. (1) stosujgc natychmiastowe
odtwarzanie obserwowali 5—10% plemnikéw o ruchu
postepowym w nasieniu buhaja rozcieficzonym peinym
mlekiem z 10% dodatkiem gliceryny i liofilizowanym
przez 45 min.

Meryman (cyt. za 3) donidst w 1960 r. o pozytywnym
wyniku liofilizacji plemnikéw buhaja przeprowadzonej
bez udzialu gliceryny jako czynnika ochronnego. Zliofi-
lizowane probki nasienia o zawartoSci wody szacowa-
nej na 8% wylkazywaly dobrg ruchliwoéé po natychmia-
stowym odtworzeniu. Po 24 godzinnym okresie przetrzy-
mywania obserwowal jedynie $lady ruchliwodel i ten
stan utrzymywal sie do 6 dni. W proébie biologicznej je-
dna krowa zostata zaptodniona. Inni badacze chcgc wy-
prébowaé podang technike nie uzyskali pozytywnych re-
zultatéw. Réwniez Meryman i Kafig (7) w 1963 r. do-
nieéli o nieudanej prébie potwierdzenia tego wezedniej-
szego, pozytywnego wyniku.

W 1960 r. takze Anderson i Merilan (cyt. za 3) liofili-
zowali plemniki buhaja. Zastosowali oni rézne sposoby
postepowania uzywajac nasienia nie rozcienczonego i
rozeieAczonego roznymi rozrzedzalnikami oraz stosu-
jac rézne sposoby odwodnienta zamrozonego materialu.
Wyprébowali tez technike podang przez Juszczenke w
1957 r. Jednakze zadna kombinacja nie dala pozytyw-

nego wyniku, Autorzy przypisali to wysokiej koncen-
tracji gliceryny pozostajacej w wysuszonej probee.

W nastepnym roku Nel i Nagase (cyt. za 3) stosujac
metode Merymana, na kilka prob w jednym przypad-
ku zanotowali sulces. Stwierdzili oni, Ze odciagniecie z
problki 73% wody zabija plemniki.

W tymze roku Saacke i Alquist (8) przeprowadzili
préby liofilizacji nasienia buhaja przy uzyciu metod
Leidla, Juszezenlki i Merymana., Zadna z nich nie dala
pozytywnego wyniku, Stwierdzili oni, ze obeenosé gli-
ceryny w czasie suszenia daje woskopodobng pozosta-
loéé, ktéra potem rozpuszeza sie z duzg trudnoscia w
czasie odtwarzania, Metoda Juszcezenki usuwania glice-
ryny nie rozwigzuje tego problemu. Jednoczesnie obser-
wacje czynione przy uzyciu mikroskopu elektronowe-
¢o wskazaly, ze w czasie liofilizacji uszkodzeniu ulega
blona cytoplazmatyczna plemnika.

Po dluzszej przerwie w 1967 r. Singh i Roy (cyt. za 3)
studiowali zwigzek pomiedzy rozcienczalnikami cytry-
nianowo-zaltkowym i mlekowym 7z dodatkiem (7%) lub
bez dodatku gliceryny a temperatura jaka posiadala
probka przed liofilizacja: -+5°C, +20°C i —40°C. Naj-
lepsze wyniki osiagneli przy uzyciu rozcienczalnika
cytrynianowo-zottkowego bez dodatku gliceryny i temp.
probki wynoszacej +5°C. Najwyzsza ruchliwoéé po lio-
filizacji wynoszaca $rednio 20,1% uzyskana byla po
osiagnieciu calkowitego wysuszenia prébki (ocenianego
wzrokowo). W badaniach tyeh nie prébowano przetrzy-
mywaé nasienia i nie przeprowadzano tez testu biolo-
gicznego.

Z analizy wymienionego wyzej przegladu prac
nad liofilizacjg plemnikéw mozna wyciagnaé
przypuszczenie, ze gléwna przyczyna niepowo-
dzen byla obecnosé gliceryny w $rodowisku. W
trakcie suszenia gliceryna w postaci woskopo-
dobnej pozostaloéci otacza komodrki, nie wysy-
cha, a w czasie postepujacego procesu liofiliza-
cji jej koncentracja wzrasta. W rezultacie pow-
staje srodowisko o bardzo niekorzystnym stosun-
ku toksycznej w swoim stezeniu gliceryny do
wysuszonych komérek i innych neutralnych
substancji rozcienczalnika.

Biorac to pod uwage Graham z zespolem wspol-
pracownikéw z Uniwersytetu Minnesota (USA)
zrezygnowali ze stosowania gliceryny jako $rod-
ka krioochronnego i wprowadzili rozcienczalnik,
ktérego glownymi skladnikami jest substancja
o nazwie Tris oraz zoltko jaja kurzego. Kom-

.pleksowe badania podjete przez ten zespol pra-

cownikéw daly w 1974 r. (3) jedno urodzone
ciele po nasieniu liofilizowanym, zawierajacym
12% wody, a w 1976 r. dalsze sukcesy przedsta-
wione na Miedzynarodowym Kongresie Rozrodu
i Sztucznego Unasieniania Zwierzat w Krakowie
(5). Autorzy tego ostatniego eksperymentu Lar-
son i Graham uzyli do badan nasienia buhajow
rozcieficzonego rozrzedzalnikiem zawierajacym
Tris, cytrynian sodu i zéltko jaja kurzego, o
pH 7,2. Nasienie zamrazali w kuleczkach o obje-
toéei 0,025 ml na suchym lodzie. Partie kuleczek
o wadze 400 g poddawali suszeniu w komorze
prozniowej o temperaturze —50°C. Po trzech
dniach suszenia prébki zawieraly 50% wody, a
po 6 dniach juz tylko 7%. Na tym etapie czesé
prébek przenoszono do cieklego azotu. a pozes-
tale podgrzewano do 20°C nie przerywajac su-
szenia. Po dalszych 4 dniach suszenia. kiedy
probki zawieraty juz sladowe ilosci wody prze-
rywano proces odwadniania i pozostawiano je
w temperaturze otoczenia (ok. 25°C).
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Rozmrazanie przeprowadzano w roztworze
cytrynianu sodu w lazni wodnej o temperaturze
37°C. .

Ruchliwoé¢ nasienia nie ulegala zmianie w
miare postepujgcego suszenia az do poziomu 30%
zawartoSei wody. Dalsze suszenie do poziomu
3% wody powodowalo spadek ruchliwosei, a po-
nizej 3% wody nasienie nie wykazywalo juz
zadnego ruchu. Uszkodzenia akrosomoéw zaczely
sie zaznaczaé przy 7%, a poziom aminotransfe-
razy aspar. nie zmienial sie do 0,5 procentowej
zawartosci wody w plemnikach. :

Do inseminacji stosowano dawki o obj. 2 m],
zawierajace 160 mln plemnikow. Ogdlem una-
sieniono 65 kréw nasieniem o réoznym stopniu
wysuszenia. Wyniki przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Wyniki badaii Larsona i Grahama (5)

Zawartosc wody wo | 50| 25 | 12 7 leko
w nascencu (%)
Leczda krow
zaplodnionych /
P 6|/ 4 /7 4// r_’;// z/ ‘,/
v Ve rAVardva AP A Pd e
7 liczda krow | |
CASEMINOWRGLH

Cigze uzyskane po inseminacji nasieniem za-
wierajacym 50,25 i 7% wody dowodza, ze zdol-
no$¢ do zaplodnienia plemnikéw poddanych
znacznemu odwodnieniu jest zjawiskiem real-
nym i powtarzalnym. Natomiast jedna cigza
uzyskana po unasienieniu 3 kréw nasieniem pra-
wie calkowicie wysuszonym i w dodatku prze-

chowywanym przez 1 miesige w temperaturze
25°C byla dla samych autoréw duzym zaskocze-
niem. Ich zdaniem, ze wzgledu na male liczeb-
nosci, proby te muszg byé powtérzone i zwe-
ryfikowane.

Jak widaé¢ z powyzszego przegladu w 28 let-
niej historii badai nad liofilizacjg plemnikéw do
1974 r. nie uzvskano obserwowanego postgpu.
Dopiero badania amerykanskie prowadzone na
przestrzeni ostatnich 3 lat przyniosly obiecu-
jace rezultaty. Powlarzalne przypadki zacielen
krow po nasieniu liofilizowanym rokuja nadzie-
je opanowania tej techniki na skale praktyczna
przez ofrodki badawcze najbardziej obecnie za-
awansowane. 7 drugiej strony wyniki te wply-
wajg niewatpliwie na ozywienie prac badaw-
czych w tym kierunku podejmowanych przez
laboratoria innych krajéw. W tej atmosferze
rozwoj liofilizacji jako nowej, perspektywiczne]j
metody konserwacji nasienia moze sie sta¢ spra-
wa realna.
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HABRDA J., MALIKOVA M.: Trwaloié¢ pozostalosel
penicyliny w tkankach cielat po pozajelitowym, le-
czniczym podaniu preparatu Preokain-penicilin G inj.
ad usum vet. (Pretravavani rezidui penicilinu v orga-
nismu telat po parenteralni lecebne aplikaci pripravku
Prokain-Penicilin G inj. ad usum vet.). Vet. Med. (Pra-
ga) 21, 161—166, 1976 (3).

Dwoma dyfuzyjnymi metodami okreflono zawartosé
penicyliny w tkankach 15 szt. cielat po jednorazowym,
domie$niowym podaniu Prokain-Penicillin G (Spofa)
inj. ad us. vet. w dawce 25000 j. m. na 1 kg wagi cia-
la. Do badan jako drobnoustrojéw testowych uzyto 3
muzealne szczepy: Bac. subtilis (ATCC 6633), Sarcina
lutea (ATCC 9341) i Micrococcus flavus (ATCC 19240).
IloSciowe okreélenie penicyliny w prébkach odezyty-
wano z krzywej standardowej. Obie zastosowane meto-
dy byly mniej wiecej jednakowo czutle, a z drobnoustro-
jow testowych najbardziej przydatny okazat sie Mic-
rococcus flavus.

Po 2, 3, 51 20 dniach od podania antybiotyku u wszy-
stkich doswiadeczalnych cielgt (po dwa w kazdej gru-
pie) wyniki byly dodatnie, po 10 dniach antybiotyk
stwierdzono u 3 cielgt na 4 badanych, a po 15 dniach
u 2 szt. cielat na trzy badane. Najczedciej penicyline
stwierdzano w wagtrobie, nerkach i w tkance mie$nio-
wej w miejscach iniekcji. Najwyzsze stezenie antybio-
tyku bylo w miejscu iniekcji, a najnizsze w rdzeniu
kregowym. W tkance mieéniowe] {oprécz miejsc iniek-
cji) stwierdzono niewielkie ilodci antybiotyku nawet je-
szeze po uplywie 20 dni od podania. Obvébka kulinar-
na (gotowanie i pieczenie) i technologiczna (solenie
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i mrozenie) nic w kazdym przyrnadku inaktywowaly
penicyline. Autorzy polecaja okres karencji dla badane-
go antybiotyku 30 dni. d. i.

GREEN D., MOOR R. M.: Wplyw narkezy na poziom
progesteronu i kortyzclu w plazmie krwi obwodowej
owiec. (The influence of anaesthesia on the concentra-
tiens of progesterome and coriisel in peripheral blood
plasima of sheep). Res. vet. Sci. 22, 122—129, 1977 (1).

Znieczulanie ogdlne wywiera wplyw na poziom hor-
mondéw steryvdowych i gonadotropin u wielu gatunkow
zwierzat. Wplyw halotanu i pentabarbitonu sodowego,
stosowanycl: lacznie lub cddzielnie na zawartosé pro-
gesteronu 1 kortvzolu w plaZmie przebadano na 10
owcach poddanych hysterektomii w lutealnej fazie cyk-
lu plociowego. Grupe kontrclug stanowilo 5 owiec.
Zwierzeta z grupy A otrzymaly pentabarbiton sodowy
dozylnie w dawce 25 mg/kg, a nastepnie zastcsowano
narkoze wziewng przy uzyciu halotanu (1,8% halotanu
w powietrzu wdychanym). W grupie B narkoze wywo-
lano i pedtrzymywano halotanem, zas w grupie C sto-
sowano w tym celu pentcbarbiton sodowy. Krew do
badan pobierano na 30 minut przed narkoza oraz po
0, 5, 30, 60 min. i 4, 24, i 30 godz. po narkozie. U wszy-
stkich owiec poddanych narkozie wystepowal wzrost po-
ziomu progesteronu i kortyzolu w plazmie po okolo
godzinie od chwili wysigpienia narkozy. W grupie A
ten wzrost byl statystycznie znamienny, w grupie B
zhamiennemu zwiekszeniu ulegal poziom kortyzolu w
plazmie. Po 4 godzinach poziom progesteronu w plaz-
mie powracat do warto$cl wyjéciowych. o



